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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind biologisch 
aktive Proteine, die fur diese kodierenden 
DNA-Molektile, Verfahren zu deren Herstellung sowie 
der en. Verwendung. 

In den meisten Saugetieren existieren Proteine, die 
blutgerinnungshemmende Eigenschaf ten aufweisen. Diese 
Proteine konnen in drei Gruppen eingeteilt werden, 
wobei die Einteilung auf den unterschiedlichen 
Wirkmechanismen beruht. 

1. Proteine, die mit dem Gerinnungsf aktor einen Komplex 
bilden und dadurch den Gerinnungsf aktor unwirksam 
machen, Dazu gehoren die Proteine: 

a) Ant i thrombin- I I I (Thromb.Res . 5 , 439-452 (1974)) 

b) ct^-Protease Inhibitor (Ann. Rev. Biochem. 52, 
. 6 55-709 (1983.)) 

c) a 2 -Makroglobulin (Ann. Rev. Biochem.. 5_2, 
6 55-709 (1983)) 

d) C -Inhibitor (Biochemistry 20, 2738-2743 (1981)) 

e) Protease Nexin (J. Biol. Chem. 258 . 10439-10444, 
(1983)). 

2. Proteine,. die einen Gerinnungsf aktor proteolytisch 
zerschneiden und dadurch den Gerinnungsf aktor • 
desaktivieren. Als einziges Protein dieser Art ist 
bisher Protein C beschrieben (J. Biol. Chem. 251, 
355-363, (1976)). 

3. Proteine, die die negativ geladenen Phospholipide 
abschirmen und/oder hydrolisieren, so daB die 
Phospholipid-abhangigen Reaktionen des 
Blutgerinnungsmechanismus gehemmt werden- Bisher 
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sind nur Phospholipasen, die aus verschiedenen 
Schlangengiftsorten isoliert wurden, beschrieben 
worden (Eur. J. Biochem. 112, 25-32 (1980)). 



Das stufenweise ablaufende Ger innungssystem ist in den 
letzten Jahren intensiv untersucht worden. Es wird als 
ein sich verstarlcendes Mehrstuf ensystem verschiedener 
miteinander verbundener, proteolyt ischer Reaktionen 
verstanden. bei dem ein Enzym ein Zymogen in die afctive 
Form urasetzt (vgl. Jackson CM., Nemerson Y. , Ann. Rev. 
Biochem. 49, 765-811, (1980)). Die Geschwindigkeit 
dieser Reaction wird in entscheidender weise durch die 
Anwesenheit von Phospholipiden und anderer Kofaktoren 
wie Faktor V und Faktor VIII a vergroBert. In vivo 
werden die Prokoagulationsreaktionen durch verschiedene 
inhibitationsmechanismen geregelt, die einem explosiv 
thrombotischen Trauma nach einer geringen AUtivierung 
der Gerinnungskaskade vorbeugen. 

Die Antigerinnungsmechanismen konnen wie folgt 
eingeteilt werden (Rosenberg, R.D. , Rosenberg, J.S., J. 
Clin, invest. 74, 1-6 (1984)): 

1. Der Serin-Protease-Faktor X fl und Thrombin werden 
infolge ihrer Bindung an Antithrombin III bzw. an 
den Antithrombin/Heparin-Komplex inaktiviert. 
Sowohl die Prothrombin-Aktivierung als auch die 
Bildung von Fibrin Kann auf diese Weise gehemmt 
werden. Neben Anti-thrombin III gibt es noch 
verschiedene andere Plasma-Protease-Inhibitoren wie 
beispielsweise a 2 -MaHroglobulin und 
Antitrypsin, deren WirKung zeitabhangig ist. 
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2. Die Entdeckung des Protein C*s fxihrte zur 
Aufdeckung eines weiteren 

Antigerinnungsmechanismus . 1st das Protein C einmai 

aktiviert vrorden, wirkt es durch die selektive 

Proteolyse der Proteinkof aktoren Faktor V und 

a 

VIII , durch die die Prothrombinase und das 
a 

Enzym, das den Faktor X umsetzt, inaktiviert 
werden r als Antikoagulanz. 

3, Plasmin spaltet monomeres Fibrin 1, ein Produkt der 
Einwirkung von Thrombin auf Fibrinogen, wodurch der 
Bildung eines unloslichen Fibrins vorgebeugt wird 
(Nosssel, H.L., Nature, 291 , 165-167 (1981)). 

Von den oben genannten, in den Ger innungsprozeB 
eingreif enden korpereigenen Proteinen ist z.Zt. nur das 
Antithrombin III in. klinischem Einsatz. Als erheblicher 
Nachteil hat sich jedoch die bei der Anwendung dieses 
Proteins auftretende Erhohung der Blutungsneigung 
herausgestellt . 

Alle bisher als Antikoagulantien eingesetzten Mittel, 
ob korpereigener oder synthetischer Natur machen in 
irgendeiner Weise die Gerinnungsf aktoren unwirksam und 
fiihren dadurch zu Nebenwirkungen, die sich nachteilig 
auf den GerinnungsprozeB auswirken konnen. 

uberraschenderweise konnten nun neben diesen Proteinen 
weitere korpereigene Stoffe isoliert werden, die zwar 
die gewunschten blutger innungshemmenden Eigenschaf ten 
unter besonderen Bedingungen zeigen, hierbei aber die 
Blutungsgef ahr nicht erhohen. Bei groBeren Blutungen 
verlieren diese Proteine ihre blutger innungshemmenden 
Eigenschaf ten und storen dadurch bei deren Verwendung 
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nicht die in solchen Fallen uberlebensnotwendigen 
Gerinnungsprozesse. Da sie ecstmals isoliert wurden aus 
stark vaskularisiertem Gewebe, wurden sie "vascular 
anticoagulating proteins", VAC genannt. 

Die aus stark vaskular isierten Geweben wie 
NabelschnurgefaBen und Placenta isolierten Proteine 
weisen Molekulargewichte. von ca. ^70x10 , ca. 
60X10 3 , ca. 34X10 3 und ca. 32x10 auf, von denen 
die Substanzen rait den Molekulargewichten 34 respektive 
32xl0 3 aus einer einzigen Polypeptidkette bestehen. 
Die genaue biochemische Charakter isierung dieser 
Proteine, sowie deren Isolierung und Reinigung findet 
sich in der EP-A-0 181 465 vom 21. Mai 1986. 



Proteine rait VAC Aktivititat stellen natiirliche 
Blutgerinnungshemmstof f e dar, die bei der 
Blutgerinnungskaskade an zwei Stellen eingreifen. 

Das erste Mai inhibieren sie bei der durch die Faktoren 
IXa und Villa katalysierten Aktivierung des Faktors X 
zu Xa, das zweite Mai unterbinden sie die Spaltung von 
Prothrombin zu Thrombin, die durch die Faktoren Xa und 
Va vermittel wird. Beiden Aktivierungsschr itten ist 
gemeinsam, daB sie Kalzium-Ionen und Phospholipide 
benotigen. Offenbar konnen VAC-Proteine ebenfalls mit 
Phospholipiden in Wechselwirkung treten, und durch 
diese Bindung die Aktivierungsschr itte der 
Gerinnnungsfaktoren blockieren. 

Ihre Eigenschaf ten machen die Proteine zu 
interessanten, pharmakologisch auBerst wertvollen 
Wirkstoffen. Um sie jedoch in ausreichenden Mengen in 
hochreiner Form zur Verfiigung zu haben ist deren 
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Herstellung auf anderen als proteinreinigenaem Weg aus 
naturlichem Gewebe erf orderlich. Hierzu bietet sich die 
gentechnische Methode an. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, Proteine » 
mit VAC-Aktivitat gentechnisch herzus tellen. 

Gelost wurde diese Aufgabe dadurch, daS die 
Aminosauresequenz von Teilen der aus stark 
vaskularisiertem Gewebe isolierten und hochgereinigten 
Proteine mit VAC-Aktivitat (EPA 0 181 465) aufgeklart 
wurde, anhand dieser Sequenzen synthetische DNA-Sonden 
hergestellt wurden und hiermit geeignete 
cDNA-Bibliotheken durcbsucht wurden. Nach Isolierung 
von mit den Sonden bybridisierender cDNA, deren 
Sequenzbestimmung s"owie entsprechender Manipulation 
wurden diese cDNA in geeigneten Wirtssystemen 
beispielsweise in Bakterien, Hefen oder Sauget ierzellen 
zur Expression gebracht. 

Eines von den gereinigten Proteinen wurde enzymatisch 
mit Trypsin gespalten. Die entstandenen Peptide wurden 
aufgetrennt und ausgewahlte Fragmente sequenziert. Die 
Sequenz des N-Terminus wider setzte sich jedoch einer 
direkten Analyse, da die erste Aminosaure 
of f ensichtlich blockiert ist. 

Die sequenzinformationen sind in Fig. 0.1 aufgefiihrt. a 

Zur Herstellung einer geeigneten DNA-Sonde sind f 
prinzipiell drei Wege moglich. 1st ein langerer 
Abscnnitt des Proteins, etwa 30 oder mehr Aminosauren 
lang, bekannt , besteht die Moglichkeit, unter Beachtung 
der bevorzugt verwendeten Codons bei Saugern eine 
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wahrscheinlichste Sequenz fur den korrespondierenden 
mRNA Abschnitt zu erstellen. Eine solche Sonde ist im 
schlechtesten Fall etwa 66% homolog zur tatsachlichen 
Sequenz. Dies ist auch der Grund , weshalb die Sonde 
relativ lang sein muBte, urn unter nicht stringenten 
Bedingungen hybridisieren zu konnen. 

Die zweite Moglichkeit besteht darin, fur einen kurzen 
Peptidabschnitt , ca. sechs bis sieben Aminosauren lang, 
alle erdenklichen Variationen an Oligonukleotiden zu 
synthetisieren. Werden solch komplexe Mischungen beim 
Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken verwendet, konnen 
relativ viel "falsch" positiv reagierende Klone 
isoliert werden. AuBerdem kann das Hybridisierungs- 
signal sehr schwach ausfallen, da das perfekt passende 
Einzeloligonukleotid nur einen geringen Anteil an der 
Gesamtmischung ausmacht. 

Der dritte Weg umgeht zwar nicht die Variabilitat einer 
Oligonukleotidsonde, sorgt aber durch die Wahl eines 
speziellen Nukleosidtriphosphats (ITP) dafur, daB an 
die gesuchte (oder auch "falsche") cDNA alle Molektile 
der Sonde binden konnen. So wurden zu dem Tryptischen 
Peptid [P30/I] passende 23 Basen lange Oligonukleotide 
unter Verwendung von Inosintr iphosphat synthetisiert . 

wie bereits erwahnt, konnen VAC-Proteine aus stark 
vaskularisiertem Gewebe isoliert werden. Gewebe der 
Wahl sind Nabelschnurgef aBe oder Placenta. Daher und da 
bekannt ist, daB in der Placenta im Gegensatz zu 
anderen Spezial-Geweben fast alle Gene exprimiert 
werden, wurden die oben erwahnten DNA-Sonden verwendet, 
um eine placentale cDNA-Bibl iothek die aus placentalen 
Gewebe in an sich bekannter Weise hergestellt worden 
war nach cDNA-Molekulen, die ftir VAC-Proteine kodieren, 
zu durchsuchen. 
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Zum Durchsuchen der cDNA-Bibliothek nach fiir 
VAC-protein kodierender cDNA wurden entsprechend der 
Sequenzen des tryptischen Peptides P16/II zwei und des 
Staph A Peptides P20/I/6 ein Oligonukleot.id 
synthetisiert (Fig.l). Diese Oligonukleotide stellen 
jeweils eine Mischung aller Varianten dar, die jede 
KodierungsmSglichkeit der entsprechenden mRNA 
beriicksichtigen. EBI-386 weist bei einer Kettenlange 
von 20 Nukleotiden 512 Variationen auf und pa8t zu dem 
Staph-A Peptid P20/I/6. Um die Variation bei dem 
Oligonukleotid fiir das tryptische Peptid P16/II 
niedriger zu halten, wurden zwei Oligonukleotide 
(20-mere) synthetisiert: EBI-387: 128 Variationen, 
EBI-388: 64 Variationen. 

Waiters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/I 
passend zwei Oligonukleotide unter Verwendung von 
Desoxyinosin als Base bei "Wobble" Positionen 
synthetisiert (Fig. 2): EBI-118 und EBI-119. Diese 
Substitution wurde von E. Ohtsuka et al. , J. Biol. 
Chem. 260/5 (1985), pp. 2605-2608 , sowie Y. Takahashi et 
al., Proc Nat. Acad. sci. (1985) pp. 1931-1935 , 
beschrieben. Inosin basenpaart gut mit Cytosin, stSrt 
jedoch kaum die Ausbildung der Doppel-helix, wenn 
andere Nukleotide als Partner angeboten werden. 

Nachdem jedes dieser Oligonukleotide in bekannter Weise 
radioaktiv markiert worden war, wurden Abzuge von 
Phagen-Platten hiermit nach bekannten Verfahren 
hybcidisiert . 

Aus der Hybridisierung mit EBI-386, -387 und -388 
resultierten die Phagen Lambda-Pll/3 , Lambda-P6/5, 
Lambda-P6/6. Die Hybridisierung mit EBI-118 und -119 
resultierte in den Phagen Lambda-Nrl5 , Lambda-Nrl9 und 
Lambda-Nr22. 
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Die aus den Phagen isolierten DNAs wurden mit EcoRI 
geschnitten und die entstehenden Fragraente isoliett. 
Die cDNA Inserts der Klone Lambda-Pll/3 , Lambda-P6/5 
und Larabda-P6/6 hatten GrQBen von etwa 1300 bis 1400 
bp. Die sequenzanalyse zeigte, daB alle drei Klone von 
ein und derselben mRNA abgeleitet waren. Das 5'Ende der 
mRNA fehlte jedoch in den cDNAs . Die Inserts der Phagen 
Lambda-Nrl5, Lambda-Nrl9 und Lambda-Nr22 hatten Langen 
von ca. 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse lieB 
eine annahernd vollst&ndige cDNA verrauten. 

Die cDNAs der beiden Phagengruppen Lambda-Pll/3, 
Larabda-P6/5 und Lambda-P6/6 sowie Lambda-Nrl5. 
Lambda-Nrl9 und Lambda-Nr22 sind von zwei verschiedenen 
mRNAs abgeleitet, wie die Sequenzanalyse ergab. Die 
EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-Pll/3 , Lambda-P6/5 
und Lambda-P6/6 wurden isoliert und in den 
EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13 + Vektor ligiert 
(Vector Cloning Systems, 3770 Tansy Street, San Diego, 
CA 92121, USA). Die resultierenden Klone wurden pP6/5, 
P P6/6 und pPll/3 genannt. 

Die EcoRI inserts der drei Klone Lambda-Nrl5, 
Lambda-Nrl9 und Lambda-Nr22 wurden^isoliert und in den 
EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13 + Vektor ligiert. 
Die resultierenden Klone wurden pRH201, pRH202 und 
pRH203 genannt. 

Um weitere cDNA Klone zu erhalten, wurde die humane, 
plazentale Lambda-gtlO Bibliothek nochmals durchsucht, 
diesmal mit dem radioaktiv markierten EcoRI-lnsert des 
pPll/3 als Sonde. 

insgesamt wurden 69 positiv reagierende Klone erhalten 
(Lambda-VACl bis Lambda-VAC69 ) . 
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12 dieser Klone wurden im kleinen MaBstab wie oben 
beschrieben prapariert, die cDNA Inserts mit Eco RI 
freigesetzt und isoliert. Dabei zeigte sich, da8 das 
Insert des Klons Lambda-VACIO den gesamten fiir VAC 
Protein kodierenden Leserahmen enthalt. Zur 
Charakterisierung der fiir VAC-alfa und VAC-beta 
kodierenden cDNAs wurden ein Northernblot-Experiment , 
Sequenzanalysen und eine genomische Southernblot- 
Analyse durchgef iihrt . 

Das Ergebnis ist in Fig. 3 abgebildet. Die cDNA des 
Klons pPll/3 hybridisiert an eine mRNA der GroBe von 
etwa 1700 Basen ("VAC-alpba" ) , die cDNA des Klons pRH 
203 an eine mRNA der "GrSBe von etwa 2200 Basen 
("VAC-beta"). 

Da erstens die eingesetzte Radioaktivitatsmenge sowie 
die aufgetragene Menge mRNA pro Spur etwa gleich war 
und zweitens die Hybridisierung eines Genom-Blots in 
derselben Losung Banden gleicher Intensitat mit beiden 
cDNAs ergab (siehe unten) , ist zu schlieBen, daS die 
kiirzere mRNA ("VAC-alfa") in grSBeren Mengen. als die 
langere ("VAC-beta") mRNA in Plazenta vertreten ist. 

Zur Sequenzanalyse der VAC-alfa cDNA wurden die cDNA 
Klone pP6/5, pP6/6 und pPli/3 total, sowie die der 
Klone Lambda-VACl bis -12 partiell sequenziert. Das 
Resultat ist in Fig. 4 abgebildet. Es wurden insgesamt 
1465 Basen sequenziert. Die cDNA weist einen langen, 
offenen Leserahmen auf , der fiir 320 Aminosauren 
kodieren kann. Wird die DNA Sequenz in eine 
Aminosauresequenz iibersetzt, so k5nnen alle 
sequenzierten Peptide der tryptischen Fragmente in 
dieser Sequenz untergebracht werden (Fig. 5 ) . Es hande] 
sich daher bei dieser cDNA urn jene, deren 
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korrespondierende mRNA fur VAC-ptotein kodiert. Da die 
Sequenzen der zweiten isolierten cDNA fur ein 
ahnliches, aber von VAC verschiedenes Protein kodiert, 
wird hier der Name VAC-alfa eingefuhrt. 

Dem ersten ATG-Codon (Basen 35-37) gent im selben 
Leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 30 bis 38 
erfiillen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak, Nature 
308 (1984), pp. 241-246), die die Konsensussequenz in 
der Nahe des Translat ionsstartcodons mit CC(A/G)CCAUGG 
angibt, die entsprechende Sequenz hier lautet 
TCGCTATGG. Die 3* nichttranslatierte Region ist 471 
Basen lang. 15 Basen vor Beginn des poly-A Abschnitts 
befindet sich die polyadenylierungssequenz AATAAA 
(N.J.Proudfoot et al., Nature 263 (1976), pp. 
211-214). Wird eine Kettenlange von 150 bis 200 Basen 
fur den Poly-A Abschnitt der mRNA gerechnet, betragt 
die Gesamtlange der mRNA auf Grund der cDNA Sequenz 
1600-1650 Basen. Da im Northern Blot Experiment ein 
hoherer Wert bestimmt wurde, ist die 
5 •nichttranslatierte Region in keiner cDNA komplett 

enthalten. 

Die cDNA des Klons pP6/5 weist im Gegensatz zu alien 
anderen cDNA Klonen an Position 100 C statt A auf. 
Dadurch wiirde sich das Triplett 98-100 (22. Codon) von 
GAA nach GAC andern und fii'r Asp anstelle von Glu 
kodieren. Diese Abweichung Kann mehrere Ursachen 

haben: a) die Reverse Transcriptase baute ein falsches 
Nukleotid ein, b) es handelt sich urn die Transkripte 

zweier alleler, an dieser Stelle ver schiedener Gene 

Oder c) es gibt zwei nicht allele Gene, die sich an 

dieser Position unterscheiden. 
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Der lange, offene Leserahmen Icodiert fur ein Protein 
mit 320 Aminosauren, von dem das Met-1 wahrscheinlich 
abgespalten, und das f olgende Alanin an der 
Aminogruppe, mQglicherweise durch Acylierung, 
bloclciert wird. Das errechnete Molekulargewicht 
betragt 35.896 D und ist hoher als der Wert nach 
SDS-PAGE. Allerdings ist der Anteil geladener 
Aminosauren (Asp. Glu, Lys, Arg, His) mit 30,6 % 
(98/320) tiberdurchschnittlich hoch verglichen mit dem 
durchschnitt lichen Wert von 25,1 %. Dies wiirde das 
•veranderte Wanderungsverhalten des Proteins bei der 
SDS-PAGE erklaren. Innerhalb der stark geladenen 
Aminosauren iiberwiegen die sauren Aminosauren (Asp und 
Glu) mit 54 gegeniiber den basischen (Lys und Arg) mit 
41. Dies erklart den sauren, isolektrischen Punkt des 
VAC-alfa Proteins (pl=4,4 bis 4,8) VAC-alfa enthalt 
nur ein fiir Cystein codierendes Triplett 
(Aminosaure-Position 316); eine typische 
N-Glykosylierungsstelle (Asn-XXX-Ser/Thr ) ist nicht 

vorhanden. 

Eine Strukturanalyse der Aminosauresequenz . 
(modifiziert nach Pustell, J et al., Nucleic Acids 
Res. 10 (1982) pp 4765-4782) ergibt eine vierfache 
Wiederholung einer 67 Aminosaure langen Sequenz 
(Fig. 6), im folgenden "Repeats" genannt. Innerhalb 
dieser Sequenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien 
vier Repeats konserviert, 15 Aminosauren (22,4 %) 
kommen in drei von vier Repeats vor, an 28 Positionen 
(41,8 %) enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe 
Aminosaure . 

Ein Vergleich mit publizierten Literaturdaten 
(M.J.Geisow, FEBS Letters 203 (1986), pp. 99-103, 
M.J.Geisow et al., TIBS 11 (1986), pp. 420-423) ergab 
iiberraschenderweise, daB VAC-alfa damit zu einer 
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groBeren Gruppe Ca abhangiger 
Phospholipidbindungsproteine gehort. Es wird eine 
Konsensussequenz beschrieben (Lys-Gly-f ob-Gly-Thr- 
Asp-Glu-var-var-Leu-Ile-f il-Ile-Leu-Ala-f ob-Arg ; 
fob=hydrophob, f il=hydrophil , var=var label ) , die an 
der Ca ++ Bindung beteiligt sein konnte (M.J.Geisow 
et al., Nature 320 (1986), pp. 636-638). Diese Sequenz 
findet sich in jeder der vier wiederholten 67 
Aminosaure langen Subsequenzen der erf indungsgemaflen 
Proteine (Fig. 6). 

Auffallig ist auch der 6 Aminosauren lange Abschnitt 
am Ende jeder Repeat, der fast ausschlieBlich aus 
hydrophoben Aminosauren besteht ("oooooo" in Fig. 6). 

Die Sequenzanalyse der Klone Nrl5, Nrl9 und Nr22 ergab 
fxir die VAC-beta cDNA 1940 bp. die in einen poly-A 
Abschnitt ubergeht (Fig. 7). 16 Basen vor dern poly-A 
Abschnitt findet sich das Polyadenylierungssignal 
AATAAA. Allerdings Icommt diese Konsensussequenz 
bereits an der Nukleotidposition 1704-1709 vor. 
Weshalb diese Sequenz nicht als 

Polyadenylierungssignal verwendet wird, ist unbelcannt. 
Die zusatzlich erf orderliche Sequenz an der 3'Seite 
der AATAAA Sequenz, YGTGTTYY (Gill A. et al., Nature 
312 (1984), PP. 473-474) Kommt erst relativ weit 
entfernt vor (TGTGTTAT, Position 1735-1742); moglich, 
daB dies die Erklarung fur ein Nichtakzept ieren dieser 
ersten Polyadenylierungssequenz darstellt. 

Die cDNA enthalt einen langen, offenen Leserahmen, der 
vom Beginn der cDNA bis Position 1087 reicht. Er wurde 
ein Kodierungspotential fur 362 Aminosauren 
beinhalten. Aus Analogiegrunden zu VAC-alfa und 
aufgrund der Tatsache, daB auch ein 34.000 D Protein 
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bei der Reinigung von VAC anfallt (siehe E.P.A. 
181.465) wurde das erste Methioninkodon (ATG, Position 
107-109) als Trans lationss tart angenommen. Die 
Kozakregel ist hier nicht so gut erfiillt wie bei 
VAC-alfa ( AA6A6AT6G auf Position 102-110); Das 
resultierende Protein (VAC-beta) ist 3 27 Aminosauren 
lang. Es besitzt 4 Cysteinreste (Aminosaureposition 
161, 206, 250 und 293) und eine potentielle 
N-Glykosylierungss telle (Asn-Lys-Ser , 
Aminosaureposition 225-227). Das errechnete 
Molekulargewicht betragt 3 6.837 (Fig. 9). Auch in 
VAC-beta gibt es uberdurchschnittlich viele geladene 
Reste: 97/327 (29,6%), wobei die sauren Aminosauren 
(Asp+Glu: 49) fiber die basischen (Lys+Arg 42) 
iiberwiegen; eine Erklarung fur das nacn SDS-PAGE 
ermittelte niedrigere Molelculargewicht. 

Auch VAC-beta zeigt eine interne Wiederholung einer 67 
Aminosauren langen Seguenz Fig. 8). Innerhalb dieser 
Seguenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier 
Repeats konserviert, 17 Aminosauren (25,4 %) kommen in 
drei von vier Repeats vor, an 25 Positioned (37,7 %) 
enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe Aminosaure. 
Auch VAC-beta zeigt gute tJbereinstimmung mit der 17 
Aminosauren langen Konsenussequenz. Die Ausfiihrungen 
zum VAC-alfa gelten analog fiir VAC-beta. 
Durch gezielte Mutationen in diesem Bereich k5nnte 
versucht werden, die biologische Aktivitat der 
Proteine zu verandern. Erf indungsgemaBen Mutationen 
sehen beispielsweise den vollstandigen oder teilweisen 
Ersatz der fiir die 17 Aminosauren der konservierten 
Region kodierenden Bereiche vor. 
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Bei dem Vergleich der Proteine stellt man fest, daB 
der auffalligste Unterschied zwischen den Proteinen 
bei den N-terminalen Peptiden vorliegt. 
Erf indungsgemaBe Modif ikationen sehen daher den 
gegenseitigen Austausch dieser N-tetminalen Peptide 
vor. Herstellen lassen sich diese modif izierten 
Proteine dadurch, daB die fur diese N-terminalen 
Peptide kodierenden DNA-Molekiile . beispielsweise durch 
Oligonukleotidsynthese in an sich bekannter Weise 
hergestellt werden und mit der "Rest-DNA" , die fur die 
verbleibenden Repeats und die Linker-Abschnitte 
kodiert, ligiert wird. Mit dieser DNA versehene 
Expressionsvektoren konnen in bekannter Weise in 
geeigneten wirtsorganisraen 'zur Expression gebracht 
werden; das exprimierte Protein wird isoliert und 
gereinigt . 



Die Analyse chromosoraaler DNA aus humaner Plazenta 
nach Southern zeigt ein komplexes Bild. Die DNA wurde 
mit EcoRI, Hindlll, BamHI und PstI geschnitten. Die 
auf Nitrozellulose transf erierte DNA wurde sowohl mit 
einer VAC-alfa DNA (pPll/3) als auch mit einer 
VAC-beta DNA (pRH203) hybridisiert . Obwohl das Waschen 
der Filter unter stringenten Bedingungen erfolgte, 
ergaben sich bei jedem Verdau relativ viele Banden 
(Fig. 10). Der Vergleich der beiden Blots zeigt, daB 
die Kreuzreaktion von VAC-alfa und -beta DNA unter 
diesen Bedingungen eher auszuschlieBen ist. Die 
Vielzahl der Banden ist entweder durch die Existenz 
jeweils ahnlicher Gene zu dem VAC-alfa bzw. VAC-beta 
Gen zu erklaren, oder aber es handelt sich urn jeweils 
ein Gen, das durch- viele und/oder lange Introns 
unterbrochen ist . 
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In Fig. 11 ist der Vergleich der Aminosauresequenzen 
von VAC-alfa mit VAC-beta wiedergegeben. Die 
wiederholten Strukturen lassen sich in beiden 
Proteinen gleich anordnen. Die Verbindungspeptide sind 
ebenfalls gleich lang mit Ausnahme jener zwisctien der 
2. und 3. Repeat. In dieses Verbindungspeptid muB bei 
VAC-alfa eine Lucke eingefuhrt wecden, urn eine 
optimale Anpassung der beiden Sequenzen zu erlauben. 
Das N-terminale. Peptid der beiden Proteine ist 
unterschiedlich lang, 19 Aminosauren bei VAC-alfa, 25 
Aminosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid weist auch die 
geringste Homologie auf. Die beiden Proteine sind an 
176 von 320 Aminosaurepositionen ident, was einem 
Hoiaologiegrad von 55,0% entspricht. 

An dieser Stelle sei auch der Vergleich der 
Nukleotidsequenzen der VAC-alfa und -beta cDNAs 
eingefugt. Werden zwei Gene und deren Produkte 
miteinander verglichen, sieht man auf der DNA (=RNA) 
Ebene eine groBere Homologie als auf der 
Aminosaureebene, was durch die Tatsache erklart ist, 
daB bei der Nukleinsaure beceits eine Veranderung in 
einem Basentriplett ausreicht, um eine, neue Aminosaure 
zu kodieren. 

In Fig. 12 ist der Vergleich der kodierenden Regionen 
von VAC-alfa und VAC-beta cDNA wiedergegeben. 
ttberraschenderweise zeige.n die DNAs nur einen 
Homologiegrad von 54,2%, also etwas weniger als die 
beiden Proteine. 

In Fig. 13 sind die Hydrophilizitatsprof ile der beiden 
Proteine abgebildet. Dabei wurde der Algorithmus von 
Hopp und Wood verwendet (T.P.Hopp et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. 78 (1981) pp. 3824-3828 ) . Die vier 
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Repeatbereiche sind durch die Balken angedeutet, die 
Verbindungspeptide in der darunter angegebenen Sequenz 
eingerahmt. Oberraschenderweise ist das 
Verbindungspeptid zwischen der zweiten und dritten 
Repeat besonders hydrophil. In diesem Peptid befindet 
sich sowohl bei VAC-alfa als auch bei VAC-beta ein 
Arginin an identer Position. Es ware daher moglich, 
daB dieses Arginin einen bevorzugten Angr if f spunkt fur 
eine Protease mit trypsinartiger Spezifitat darstellt.' 
Dabei raiiflte das Molekul in zwei etwa gleich groBe 
Halften zerfallen. Es ware denkbar, daB bereits ein 
solches "Halbmolekul" eine biologische, beispielsweise 
eine antikoagulierende Wirlcung entfalten kann. Neben 
dera gezielten Verdau des Proteins beispielsweise mit 
einer Protease trypsinartiger Spezifitat lassen sich 
diese Halbmolekule Oder Halbmolektile mit geringen 
Modifikationen auf vielfaltige Weise darstellen. So 
ist es mbglich, die fur diese Halbmolekule kodierenden 
DNA-Molekii-le, die nach an sich bekannten Verfahren 
herstellbar sind in geeignete Expressionsvektoren so 
einzufiigen, daB diese DNA von den 

Expressionskontrollseguenzen reguliert wird und durch 
Kultivierung eines mit diesen Vektoren transf ormierten 
Wirtsorganismus die Halbmolekule zu exprimieren, zu 
isolieren und zu reinigen. 

Halbmolekule mit geringen Modif ikationen erhalt man 
beispielsweise durch Einfugung von Spaltstellen, die 
dem vollstandigen Protein die fur bestimmte Proteasen 
erforderliche Spezifitat verleihen. So laBt sich 
beispielsweise ein Protein mit einer Spaltstelle mit 
Faktor Xa-artiger Spezifitat herstellen, indem in dem 
Abschnitt, der fur die Linker-Sequenz zwischen der 
zweiten und dritten Repeat-Struktur kodiert, ein 
Oligonukleotid eingefiigt wird, das fur das 
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Eckennungs-Tetcapeptid dec Faktoc-Xa-Pcotease kodiert. 
Hiecducch echalt.raan zunachst ein vollstandiges 
Protein, das raSglichetweise vecanderte Eigenschaf ten, 
beispielsweise vecanderte Stabilitat gegeniibec 
proteolytischem Angriff aufweist, andererseits aber 
eine hochspezif ische Spaltstelle fiir die Faktor 
Xa-Protease enthalt, wodutch gezielt zwei Halbmolekiile 
hergestellt werden und zum therapeut ischem Einsatz 
gelangen konnen. 

Durch gezielte Mutation der fiir Proteine mit 
VAC-Aktivitat kodierenden DNA lassen sich auSerdem 
Proteine necstellen, die einem pcoteolyt ischen Angciff 
bessec widecstehen. So fiihct m5glichecweise dec 
Austauscti des VAC-alfa und VAC-beta gemeinsamen 
Acginins zwischen dec zweiten und dcitten 
Eepeat-Stcuktuc ducch z.B. Histidin zu bessecec 
Stabilitat dec Pcoteine. Auch dec gezielte Ecsatz dec 
ubcigen Acginine und dec Lysine ducch- Histidin, 
moglich ducch Ecsatz dec entspcechenden Codone ftthct 
zu Pcoteinen, die ecschwect ducch Tcypsin hydcolisiect 
wecden konnen. Diese gezielten. Mutationen lassen die 
biologischen, beispielsweise antikoaguliecenden 
Eigenschaf ten dec Pcoteine/Polypeptide im wesentlichen 
unbeeinf lufit r ftihcen andececseits jedoch zuc 
Vecandecung, beispielsweise zuc Vecbessecungen dec 
Stabilitat dec Pcoteine, d.h. zu einec Vecandecung dec 
Halbwectszeit dec Pcoteine. 

In manchen Fallen ist es, beispielsweise fiic die 
Expcession von Pcoteinen vocteilhaft, dem ceifen, 
gewunschten Pcotein/Polypept id eine signalsequenz odec 
auch eine dem Wictsocganismus . eigene Pcoteinsequenz 
voczuschalten, so daB als Expcessionspcodukt ein 
Fusionspcotein entsteht. Die fiic ein Signalpeptid 
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kodierende signalsequenz kann microbieller Herkunft 
sein Oder aus Saugetierzellen stammen; vorzugsweise 
ist das Signalpeptid homolog zu dem Wirtsorganismus'. 
Um diese Produkte in das gewiinschte reife Protein 
iiberfiihren zu Hoanen, bedarf es einer spezif ischen 
spaltstelle zwischen dem signal-/Fusionsanteil und dem 
reifen Protein. Hierzu kann man beispielsweise , wie 
oben beschrieben, an dieser Stelle ein OligonuKleotid 
einfugen, das fiir das Erfcennungs- Tetrapeptid der 
Faktor-Xa-Protease kodiert. Hierdurch la8t sich das 
exprimierte Fusionsprotein gezielt mit der 
Faktor-Xa-Protease spalten. Man erhalt das reife 
Protein. 

Ersetzt man gezielt die fiir Methionin verantwortlichen 
Codone, auSer dem an Aminosaur epos it ion 1, durch 
Codone, die fiir Leucin, Isoleucin oder Valin kodieren, 
so laBt sich ein eventuell erhaltenes unreifes- oder 
Fusionsprotein durch BrCN-Spaltung in das reife 
Protein iiberfiihren. 

Sollte sich erweisen, daS derart modifizierte Proteine 
gleiche oder gegebenenf alls verbesserte biologische 
Eigenschaf ten aufweisen, so ware dies ein moglicher Weg 
zur Ausbeutesteigerung und gegebenenf alls ein Verfahren 
zur Herstellung von Proteinen mit besseren Eigenschaf ten 
als die natiirlichen VAC-Proteine . 

Als weitere gezielte Mutation ist der gezielte Austausch 
von einem, gegebenenf alls mehreren Cysteinen durch Serin 
oder Valin zu nennen, indem die entsprechenden Codone 
ausgetauscht werden. BeeinfluQt dieser Austausch die 
biologische Aktivitat nicht nachteilig, so konnte dieser 
Weg eine Verbesserung der Isolierung und/oder Ausbeute der 
Proteine bewirken. Nicht auszuschlieSen ist auch hierbei 
eine Verbesserung der Eigenschaf ten der Proteine. Als 
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weitere Mutation ist die {Combination verschiedener 
vollstandiger- odet Teil- Sequenzen dec fur die 
erf indungsgemaBen Pcoteine kodierenden DNAs vorgesehen, 
wodurch Hybridproteine mit vascular-antikoagulierenden 
Eigenschaf ten erhalten werden. Alle durch diese oder 
Shnliche Mutationen erhalt lichen Proteine, die fiir diese 
kodierenden DNAs , deren Herstellung und Verwendung sind 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Aus Fig. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen, daB weder 
VAC-alfa noch VAC-beta einen langeren, hydcophoben Bereich 
aufweisen, der entweder die Sekretion durch, oder das 
Einlagern der Proteine in eine Membran erlauben wurde. Es 
ist daher anzunehmen, daB es sich bei VAC-alfa und 
VAC-beta um intrazellulSre Proteine handelt. 

Wallner et al (Nature 320 (1986), pp. 77-81) berichten die 
Struktur des humanen Lipocortin I, Saris et al. (Cell 46 
(1986), pp. 201-212) und Huang et al. (Cell 46 (1986), pp. 
191-199) die. Struktur des murinen bzw. humanen Calpactin 
I r das auch Lipocortin II genannt wird. Diese Proteine 
gehSren ebenfalls zu der Klasse der Ca abhangigen 
Phospholipidbindungsproteinen. Ihre Struktur laBt sich 
analog zu VAC-alfa und -beta anschreiben (Fig. 14). Die 
Homologien zwischen VAC-alfa und VAC-beta sind jedoch 
ausgepragter als jene zwischen VAC und Lipocortin: 
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Anzunehmen ist daher, daB auch die Lipocortine aufgrund 
ihrer analogen Struktur antikoagulierende Wirkung haben, 
und demzufolge als Antikoagulanzien einzusetzen sind und 
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weiterhin, dafl dies eine generelle Eigenschaft dieser 
Klasse von Ca ++ abhangiger Phospholipidbindungsproteine 
ist. Aufgrund der analogen strukturen laflt sich auch 
erklaren, da8 die erf indungsgemaflen Proteine neben der 
antikoagulierenden Wirkung auch die Eigenschaf ten der 
breits bekannten Ca ++ abhangigen Phospholipid- 
bindungsproteine aufweisen. Beispielhaft genannt seien 
hier die antiinf lammatorischen Eigenschaf ten der 
Lipocortine. Die diesen Proteinen eigene Phospholipase 
inhibitor-Wirkung konnte auch fur die erfindungsgemaflen 
Proteine nachgewiesen werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch die 
Verwendung der erf indungsgemaflen Proteine als 
antiinflammatorische Mittel sowie die Verwendung der 
erfindungsgemaflen Proteine bei der Behandlung samtlicher 
fiir die Lipocortine geltenden Indikationen wie 
beispielsweise rheumatische Erkrankungen . Auch fur diesen 
Einsatzzweck lassen sich die, den natiirlichen Proteinen 
entsprechenden erfindungsgemaflen Produkte in der bereits 
erwahnten Weise abandern und deren Eigenschaf ten 
gegebenenf alls verbessern. 

Bei dem Vergleich der Proteine VAC-alfa, VAC-beta, 
Lipocortin I und Lipocortin II stellt man fest, dafl der 
auffSUigste Unterschied zwischen den Proteinen bei den 
N-terminalen Peptiden vorliegt, insbesondere zwischen den 
VAC-Proteinen auf der einen und den Lipocortinen auf der 
anderen Seite. Eine erf indungsgemafle Modifikation sieht 
daher den gegenseitigen Austausch dieser N-terminalen 
Peptide vor. Herstellen lassen sich diese modif izierten - 
Proteine dadurch, dafl die fiir diese N-terminalen Peptiden 
kodierenden DNA-Molekiile . beispielsweise durch 
Oligonukleotidsynthese in an sich bekannter Weise 
hergestellt werden und mit der "Rest-DNA" , die fur die 
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verbleibenden Repeats und die Linker-Abschnitte kodiert, 
ligiert wird. Mit dieser DNA vecsehene Expressionsvektoren 
konnen in bekannter Weise in geeigneten wirtsorganismen 
zur Expression gebracht werden; das exprimierte Protein 
wird isoliert und gereinigt. 

Viele Mitglieder der Ca ++ abhangigen 
Phospholipidbindungsproteine binden an gereinigte 
sekretorische Vesikel oder andere Bestandteile des 
Cytoskeletts (siehe R.H.Kretsinger et al.. Nature 320 
(1986), p. 573 fur eine Zusammenf assung) . Bei der Sekretion 
kapseln sich die Vesikel vom Golgi-Apparat der Zelle ab, 
wandern zur Zellmembran und fusionieren mit ihr. Dabei 
wird der Inhalt der Vesikel von der Zelle freigesetzt. In 
Analogie zur Kupplung von Erregung mit der 
Muskelkontraktion wurde vorgescblagen (W.W.Douglas, 
Br.J.Pharmac. 34 (1968), 451), daB auch der Stimulus und 
die Sekretion iiber Ca ++ gekoppelt ist. Dabei konnten die 
Ca ++ abhangigen Phosptiolipidbindungsproteine eine 
wichtige Rolle spielen. In der konservierten, 17 
Aminosauren langen Region jeder Repeat besitzt VAC-alfa 5 
bis 6 Hydroxylgruppen-enthaltende Aminosauren (Asp, Glu, 
Thr, Ser), jeweils drei davon an identischer Position. Bei 
VAC-beta f inden sich in jeder Repeat vier dieser 
Aminosauren. Obwohl keines der Proteine die in Calmodulin, 
Troponin C, S-100 und Parvalbumin beobachtete EF-Hand 
Struktur aufweist (R.H.Kretsinger et al. , CRC Crit. 
Rev.Biochem. 8 (1980), pll9K die in diesen Molekiilen fur 
die Ca +4 " Bindung verantwortlich ist, verleitet die 
Konservierung dieses Unterabschnitts in jeder Repeat zu 
dem SchluS, dafl diese Region fur die Ca JBindung 
verantwortlich ist. 

Durch gezielte Mutationen in diesem Bereich konnte 
versucht werden, die biologische Aktivitat der Proteine zu 
verandern. Erf indungsgemaBen Mutationen sehen 
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beispielsweise den vollstandigen Oder teilweisen Ersatz 
der fur die 17 Aminosauren der konservierten Region 
kodierenden Bereiche vor: 

a. aus den VAC-Proteinen durch Bereiche, die die 
entsprechenden Aminosauren der Lipocortine kodieren, 

b. aus VAC-alfa durch Bereiche, die die entsprechenden 
Aminosauren des VAC-beta kodieren und umgekehrt, 

c. aus Lipocortin I durch Bereiche, die die entsprechenden 
Aminosauren des Lipocortins II kodieren und umgekehrt, 

d. aus den Lipocortinen durch Bereiche, die die 
entsprechenden Aminosauren der VAC-Proteine kodieren oder 

e. bei den iibrigen Polypeptiden/Proteinen durch Bereiche, 
die die entsprechenden Aminosauren der jeweils anderen 
Polypeptiden/Proteine kodieren, 

indem die entsprechenden fiir diese Aminosauren kodierenden 
Bereiche ausgetauscht werden. 

Die oben erwahnte analoge Struktur laBt auBerdem erwarten, 
daB Proteine, die diese Analogie aufweisen, sowohl 
antiinflammatorische als auch antikoagulierende Wirkung 
zeigen und daher entsprechend therapeutisch und/oder 
prophylaktisch einsetzbar sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher 
insbesondere die Verwendung der Polypeptide als 
antiinflammatorische Mittel, als antirheumatische Mittel, 
in den fur die Lipocortine geltenden Indikationen, die 
Verwendung der Polypept ide/Proteine , die Repeat-Bereiche 
aufweisen, als blutger innungs- hemmende Mittel, als 
Thrombin-inhibierende Mittel, als antiinflammatorische 
Mittel, als antirheumatische Mittel, Verwendung der 
Lipocortine als blutgerinnungshemmende Mittel, als 
Thrombin-inhibierende Mittel und in den fur die 
VAC-Proteine geltenden Indikationen, wobei die bekannten 
verwendungen der zum Teil in der vorliegenden Anmeldung 
beschriebenen Proteine mit solchen Repeat-Bereichen 
ausdrucklich ausgenommen sind. 
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Weiterh.in s.ind Mittel zur therapeutischen Behandlung, die 
neben pharmazeutisch inerten Tragerstof f en eine wirksame 
Menge eines dieser Polypeptide enthalt, Gegenstand der 
Erfindung. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch 
DNA-Molekiile, die fur ein Polypeptid/Protein mit 
Repeat-Bereichen kodieren, DNA-Molekiile, die fur einen der 
Repeat-Bereiche kodieren, DNA-Molekiile, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die fiir die vollstandigen Repeats 
kodierenden Bereiche umgeordnet sind, die von diesen 
kodierten Proteine, deren Herstellung und Verwendung. 

Alle durch diese oder ahnliche Mutationen erhaltlichen 
Proteine, die fiir diese kodierenden DNAs , deren 
Herstellung und Verwendung sind ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung, wobei die bekannten zuia Teil in 
der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Proteine, die fiir 
diese kodierenden DNAs, deren bekannte Herstellung und 
Verwendung ausdriicklich ausgenommen sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch 
DNA-Molekiile nicht-huraanen Ursprungs, die von diesen 
kodierten Proteine, deren Herstellung und Verwendung, die 
in einer, der vorliegenden Erfindung analogen Weise 
herstellbar sind. 

Gegenstand der Erfindung sind nicht nur Gen-Sequenzen, die 
spezifisch fiir die erf indungsgemafien Proteine codieren, 
sondern ebenfalls Modif ikationen, die leicht und 
routineraaSig durch Mutation, Abbau, Transposition oder 
Addition erhalten werden konnen. Jede Sequenz , die fiir die 
erf indungsgemaBen Proteine codiert (d.h. die das 
- biologische Aktivitatsspektrum aufweist, das hiec 
beschrieben ist) und im Vergleich mit den gezeigten 



25 



degeneciert ist, ist ebenfalls eingeschlossen; Fachleute 
auf diesem Gebiet sind in der Lage, DNA-Sequenzen der 
codierenden Regionen zu degenerieren. Ebenso ist jede 
Sequenz, die fiir ein Polypeptid mit dem Aktivitatsspektrum 
der erf indungsgemaBen Proteine codiert, und die mit den 
gezeigten sequenzen (oder Teilen davon) unter stringenten 
Bedingungen hybridisiert (beispielsweise Bedingungen, die 
fur mehr als 85 %, bevorzugt mehr a Is 90 % Homologie 
selektieren) beinhaltet. 

Die Hybridisierungen werden in 6xSSC/5x Denhardfs 
Losung/0,1% SDS bei 65-C durchgefuhrt . Der Grad der 
Stringenz wird im Waschschritt festgelegt. So sind fiir . 
eine Selektionierung auf DNA-Sequenzen mit ca. 85 % 
oder mehr Homologie die Bedingungen 0 , 2xSSC/0 , 01% 
SDS/65°C und fur eine Selektionierung auf DNA-Sequenzen 
mit ca. 90 % oder mehr Homologie die Bedingungen 
0,lx SSC/0,01% SDS 65°C geeignet. 

Die Erfindung betrifft weiterhin Expressionsvektoren, 
die eine fur VAC kodierende -DNA-Sequenz enthalten, die 
von einer Expressionskontrollsequenz derart reguliert 
wird, dafl in einer mit diesem Expressionsvektoren 
transformiertenWirtszelle Polypeptide mit 
VAC-Aktivitat exprimiert werden. 

Die Expressionsvektoren der vorliegenden Erfindung 
werden z.B. hergestellt, indem man in eine Vektor-DNA, 
welche eine Expressionskontrollsequenz enthalt, eine 
VAC kodierende DNA-Sequenz derart einfugt, daB die 
Expressionskontroll- sequenz besagte DNA-Sequenz 
regul ier t . 

Die Wahl eines geeigneten Vektors ergibt sich aus der 
zur Transformation vorgesehenen Wirtszelle. Geeignete 
Wirte sind beispielsweise Mikroorganismen. wie Hefen. 
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z.B. Saccharomvces cerevisiae , und insbesondere 
Bakterienstamme, die iiber kein Restriktions- oder 
Modif ikationsenzym verftigen, vor allem Starame von. 
Escherichia coli . z.B. E.coli X1776, E.coli HB101, 
E.coli W3110, E.coli HB101/LM1035 , E^coli JA22K30) ? , 
oder E.coli K12 Stamm 294, Bacillus subtilis , Bacillus 
stearothermophilus , Pseudomonas , Haemophilus , 
Streptococcus und andere, ferner Zellen hoherer 
Organismen, insbesondere etablierte humane oder 
tierische Zellinien. Bevorzugte Wirtszellen sind die 
gesamten Stamme von E.coli , insbesondere E.coli HB101, 
E.coli JM101 und E.coli W3110. 

Grundsatzlich sind alle Vektoren geeignet, welche die 
erf indungsgemaflen heterologen, fur die VAC kodierenden 
DNA-Sequenzen in dem gewahlten Wirt replizieren und 
exprimieren. 

Beispiele fur Vektoren, die zur Expression des VAC-Gens 
in einem E.coli- Stamm geeignet sind, sind 
Bacteriophagen, z.B. Derivate des Bacteriophagen \, 
oder Plasmide, wie insbesondere das Plasmid colEl und 
seine Derivate, z.B. pMB9, pSF2124*. PBR317 oder pBR322. 
Die bevorzugten Vektoren der' vorliegenden Erf indung 
leiten sich von Plasmid pBR322 ab. Geeignete Vektoren 
enthalten ein vollstandiges Replicon und ein 
Markierungsgeh, welches die Selektion und 
Identif izierung der mit den Expressionsplasmiden 
transformierten Mikroorganismen auf Grund eines 
phanotypischen Merkmals ermSglicht. Geeignete 
Markierungen verleihen dem Mikroorganismus « 
beispielsweise Resistenz gegeniiber Schwermetallen, 
Antibiotika und dergleichen. Weiterhin enthalten 
bevorzugte Vektoren der vorliegenden Erfindung 
auBerhalb dec Replicon- und Markierungsgen- Regionen 
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Erkennungssequenzen ftir Restriktionsendonucleasen, so 
daB an diesen Stellen die fur die Aminosauresequenz von 
VAC kodierende DNA-Sequenz und gegebenenf alls die 
Expressions-Konttollsequenz eingeftigt wecden kSnnen. 
Ein bevorzugter Vektor, das Plasmid pBR322 f enthSlt ein 
intaktes Replicon, gegen Tetracyclin und Ampicillin 
Resistenz verleihende Markierungsgene (tet und 
amp R ) und eine Reihe von nur einmal vorkommenden 
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonucleasen, z.B. 
PstI (schneidet im amp -Gen, das tet -Gen bleibt 
intakt), BamHI, Hindlll, Sail (schneiden alle im 
tet R -Gen, das amp R -Gen bleibt intakt), Nrul und 
EcoRI . 

Mehrere Expressionskontrollsequenzen konnen zur 
Regulation der VAC-Expression eingesetzt werden. 
Insbesondere werden Expressionskontrollsequenzen stark 
exprimierter Gene dec zu transf onmierenden Wirtszelle 
verwendet. Im Falle von pBR322 als Hybridvektor und 
E.coli als wirtsorganismus sind beispielsweise die 
Expressionskontrollsequenzen (welche unter anderem den 
Promotor und die ribosomale Bindungsstelle enthalten) 
des Lactoseoperons, Tryptopbanoperons , Arabinoseoperons 
und dergleichen, des B-Lactamasegens , die 
entsprechenden Sequenzen des Phage \N-Gens oder des 
Phage f d-Schichtproteingens und andere geeignet. 
Wahrend der Promotor des B-Lactamasegens (B-lac-Gen) 
bereits in Plasmid pBR322 enthalten ist, miissen die 
iibrigen Expressionskontrollsequenzen in das Plasmid 
eingefiihrt werden. Bevorzugt als 
Expressionskontrollsequenz in der vorliegenden 
Erfindung ist diejenige des Tryptophanoperons (trp po) 
sowohl von Serratia marcescens als auch aus E.coli und 
der alkalische Phosphatase-Promotor bzw. deren Hybrid. 
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Neben diesen besonders gebrauchlichen Promotoren sind 
auch andere mikrobielle Promotoren entwickelt und 
benutzt worden. Die Gen-Sequenz fiir die 
erf indungsgemaflen Proteine kann beispielsweise unter 
der Kontrolle des Lef tward-Promotors des Bakteriophagen 
Lambda (P L ) eingesetzt werden. Dieser Promoter ist 
ein besonders effektiver steuerbarer Promoter. Die 
Steuerung wird moglich durch den Lamb'd'a-Repressor , von 
dem benachbarte Restriktionsschnittstellen bekannt 
sind. Ein temperaturempf indlich&s Allel dieses 
Repressor-Gens kann in einen Vektor, der eine 
Protein-Gen-Sequenz enthalt, eingefiigt werden. Wird die 
Temperatur auf 42°C erhoht, wird der Repressor 
inaktiviert und der Proraotor aktiviert. Durch die 
Verwendung dieses Systems ist es moglich, eine 
Clon-Bank zu etablieren, in der eine funktionelle 
Protein-Gen-Sequenz in Nachbarschaf t zu einer Ribosom- 
Bindungsstelle in variierenden Abstanden zu dem 
Lambda-P L -Promotor plaziert wird. Diese Klone konnen 
dann tiberpruft und der mit der hochsten Ausbeute 

selektiert werden. 

Die Expression und Translation einer Sequenz codierend 
fiir die erf indungsgemaflen Proteine kann auch unter 
Kontrolle anderer Regulationssysteme, die als "homolog" 
zu dem Organismus in seiner untransf ormierten Form 
gelten konnen, ablaufen. So enthalt z.B. chromosomale 
DWA von einem Lactose-abhangigen E.coli ein Lactose 
Oder Lac-Operon, das durch Ausschuttung des Enzyms 
Beta-Galactosidase den Lactose-Abbau ermoglicht. 

Die Lac-Kontrollelemente konnen aus dem Bacteriophagen 
Lambda-placB, der infektios fur E . coli ist, erhalten 
werden. Das Lac-Operon des Phagen kann durch 
Transduktion aus derselben Bakter ien-Spezies stammen. 
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Regulationssysteme, die bei dem erf indungsgemaBen 
Verfahren Verwendung finden konnen, konnen auch aus 
plasmidischer DNA stammen, die dem Organismus eigen 
ist. Das Lac-Promotor-Operator-System kann durch IPTG 
/ induziert werden. 

9 Andere Promotor-Operator-Systeme Oder Teile hiervon 

konnen genausogut verwendet werden: beispielsweise 
Colicine E^Operator, Galactose-Operator , 
Xylose-A-Operator , tac- Promotor u. a . . 

Zusatzlich zu Prokaryoten konnen auch eukaryotische 
Mikroorganismen, wie Hefekulturen verwendet werden. 
s^ceharomvnps cerevisiae ist die am meisten verwendete 
von den eukaryotischen Mikroorganismen, obwohl eine 

Anzahl anderer Spezies allgemein erhaltlich ist. 

Zur Replikation und Expression in Hefe geeignete 
vektoren enthalten einen Hef e-Replikationsstart und 
einen selektiven genetischen Marker fur Hefe. 
Hybridvektoren, die einen Hef e-Replikationsstart 
enthalten, z.B. das chromosomale autonom replizierende 
Segment (ars), bleiben nach der Transformation 
innerhalb der Hef ezelle extra-chromosomal erhalten und 
werden bei der Mitose autonom repliziert. Zur 
Expression in ^^haromvces wird beispielsweise das 
Plasmid YRp7 (Stinchcomb et al. Natur 282, 39 (1979); 
Kingsman et al., Gene 7, 141 (1979); Tschumper et al., 
Gene 10, 157 (1980)) und das Plasmid YEpl3 (Bwach et 
al., Gene 8, 121-133 (1979)) verwendet. Das Plasmid 
YRp7 enthalt das TRPl -Gen, das eine 

Selektionierungsmarkierung fur eine Hefemutante, die 
unfahig ist, in trypthophanf reiem Medium zu wachsen, 
bereitstellt; beispielsweise ATCC Nr. 44076. 
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Das Vorhandensein des TRP1 Schadens als 
Charakteristikum des Hefe-Witts Genoms stellt dann ein 
wirksames Hilfsmittel dar, um Transformation 
nachzuweisen, wenn ohne Tryptophan kultiviert wird. 
Gan2 ahnlich verhalt es sich bei dem Plasmid YEpl3, das 
das Hefe-Gen LEU 2, das zur Erganzung einer 
LEU -2-minus-Mutante verwendet werden kann, enthalt. 

Weitere geeignete Markierungsgene fur Hefe sind im Fall 
von auxotrophen Hef emutanten, im allgemeinen Gene, die 
Wictsdef ekte koraplementieren. Entsprechende Gene sorgen 
fiir Prototrophie in einer auxotophen Hefemutante, z.B. 
das. URA3- und HIS3- Gen. Vorzugsweise enthalten 
Hefe-Hybridvektoren weiterhin einen Replikationsstart 
nnd ein Markierungsgen fiir einen bakteriellen Wirt, 
insbesondere E.coli , damit die Konstruktion und die 
Klonierung der Hybcidvektoren und ihrer Vorstufen in 
einem bakteriellen Wirt erfolgen kann. Weitere fiir die 
Expression in Hefe geeignete 

Expressionskontrollsequenzen sind beispielsweise 
diejenigen des PHQ3- oder PH05 -Gens, ferner in 
glykolytischen Abbau involviert.e Promotor, z.B. der 
PGK - und GAPDH- Promotor. . 

Andere geeignete Promotor-Sequenzen fiir Hefe Vektoren 
beinhalten die 5 ' -f lankierende Region der Gene des 
ADH I (Ammerer G. , Methods of Enzymology 101, 192-201 
(1983)), 3-Phosphoglycerate-Kinase (Hitzeman et al. , J. 
Biol. Chenu 255, 2073 (1980)) oder andere glykolytische 
Enzyme (Kawaski und Fraenkel, BBRC 108 , 1107-1112 
(1982)) wie Enolase, 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Hexokinase, 
Pyruvat-Decarboxylase, Phosphof ructokinase, Glucose-6- 
Phosphat-Isomerase, Phosphoglucose-Isomerase und 
Glucokinase. Bei der Konstruktion geeigneter 
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Expressionsplasmide kSnnen die rait diesen Genen 
assoziierten Terminationssequenzen ebenfalls in den 
Expressions-Vektor am 3'-Ende der zu exptimietenden 
Sequenz eingesetzt werden, urn Polyadenylierung und 
Termination der mRNA zu ermoglichen. 

Andere Promotoren, die zudem noch den Vorteil der durch 
Wachstumsbedingungen kontrollierten Transcription 
besitzen, sind die Promotor-Regionen der Gene fur 
Alkohol-Dehydrogena- se-2, Isocytochrom C, 
Saure-Phosphatase, abbauende Enzyme, die mit dem 
Stickstoff-Metabolismus gekoppelt sind, die oben 
erwahnte Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und 
Enzyme, die fur die Verarbeitung von Maltose und 
Galactose verantwortlich sind. Promotoren, die durch 
den Hefe Mating Typ Locus reguliert werden, 
beispielsweise Promotoren der Gene BAR I , MFal, STE2, 
STE3 , STE5 konnen bei temperatur regulierten Systemen 
durch die Verwendung von temperaturabhangigen sir 
Mutationen eingesetzt werden. (Rhine Ph.D. Thesis, 
University of Oregon, Eugene, Oregon (1979), Herskowitz 
and Oshima, The Molecular Biology of the Yeast 
.^nnharomvces , part I, 181-209 (1981), Cold Spring 
Harbor Laboratory). Diese Mutationen beeinflussen die 
Expression der ruhenden Mating-Typ Kas.setten von Hefen 
und dadurch indirekt die Mating-Typ abhangigen 
promotoren. Generell ist jedoch jeder Plasmid Vektor, 
der einen Hef e-kompatiblen Promotor, originare 
Replikations- und Terminationssequenzen enthalt, 
geeignet . 

So konnen auch Hybr idvektoren, die der 
Hefe-2u-Plasmid-DNA homologe Sequenzen enthalten, 
verwendet werden. Solche Hybr idvektoren werden durch 
Rekombination innerhalb der Zelle bereits vorhandenen 
2u-Plasmiden einverleibt oder replizieren autonom. 
2v-Sequenzen sind besonders fur Plasmide mit groSer 
Transformationshaufigkeit geeignet und gestatten eine 
hone Kopienzahl. 



Zusatzlich zu Mikroorganismen sind Zellkulturen 
multizellularer Otganismen ebenfalls geeignete 
Wirtsorganismen. Im Prinzip ist jede dieser 
Zellkulturen einsetzbar, ob von Wirbeltier- oder 
wirbellosen Tierzellkulturen. GrSBtes tnteresse besteht . 
jedoch an Wirbeltierzellen, so daB die Vermehrung von 
Wirbeltierzellen' in Kultur (Gewebe-Kultur ) in den 
letzten.Jahren- zu einer coutinemaBigen Methode wurde 
(Tissue Culture, Academic Press, Kruse and Patterson, 
Editors (1973)). Beispiele solch niitzlicher 
Wirts'zellinien sind VERO- und HeLa-Zellen, CHO-Zellen 
und WI38, BHK, COS-7 und MDCK-Zellinien. 
Expressionsvektoren fur diese Zellen enthalten 
Ublicherweise (wenn notig) einen 

Replikationsstartpunkt , einen Promotor, der vor dem zu 
expriniierenden Gen lokalisiert ist, gemeinsam mit alien 
notwendigen Ribosoraenbindungsstellen, 
RNA-Splicing-Stelle, Polyadenylierungsstelle und 
trans kriptionelle Terminat ions-Sequenzen. 

Bei der Verwendung in Saugetierzellen stammen die 
Kontrollfunktionen auf den Expressions-Vektoren oftmals 
aus viralem Material. Beispielsweise stammen die 
ublicherweise verwendeten Promotoren aus Polyoma-, 
Adenovirus 2, und besonders haufig aus Simian Virus 40 
(SV 40). Die friihen und spaten Promotoren des SV 40 
sind besonders nutzlich, da beide leicht aus dem Virus ' 
- als Fragment zu erhalten sind, das auch noch die virale 
Replikationsstelle des SV 40 enthalt. (Fiers et al., 
Nature 273, 113 (1978)). Auch konnen kleinere oder 
groBere Fragmente des SV 40 verwendet werden, 
vorausgesetzt , sie enthalten die annahernd 250 bp lange 
Sequenz, die von der Hindlll Schnittstelle bis zur Bgll 
Schnittstelle in dem viralen Replikationsstartpunkt 
reicht. AuBerdem ist es ebenfalls moglich und oft 
empfehlenswert, Promotor- oder Kontroll-Sequenzen zu 



verwenden, die normalerweise mit den gewiinschten 
Gensequenzen yerknilpft sind, votausgesetzt , diese 
Kontroll-Sequenzen sind kompatibel zu den 
Wirtszellsystemen. 

Ein Replikationsstartpunkt kann entweder durch 
entsprechende Vektorkonstrukt ion vorgesehen werden, um 
einen exogenen startpunkt einzubauen, beispielsweise 
aus SV 40 Oder anderen viralen Quellen (z.B. Polyoma, 
Adeno, VSV, PBV, etc.) oder kann durch die 
chromosomalen Replikationsmechanismen der Wirtszelle 
vorgesehen werden. Wird der Vektor in das 
Wirtszellenchromosom integriert, reicht die 
zuletztgenannte Maflnahme meistens aus. 



Insbesondere betrifft die Erfindung zur RepliHation und 
phanotypischen Selektionen befahigte 
Expressionsvektoren, welche eine 
Expressionskontrollsequenz und eine fur die 
Aminosauresequenz von VAC kodierende DNA-Sequenz 
enthalten, wobei besagte DNA-Sequenz raitsamt ■ 
Transkriptionsstartsignal und -terminationssignal sowie 
Translationsstartsignal und -stopsignal in besagtem 
Expressionsplasmid unter Regulation besagter 
Expressionskontrollsequenz so angeordnet ist. daB in 
einer mit besagtem Expressionsplasmid transf ormierten 
Wirtszelle VAC exprimiert wird. 

Um eine effektive Expression zu erreichen, muB das 
VAC-Gen richtig (in "Phase") mit der 
Expressionskontrollsequenz angeordnet sein. Es ist 
vorteilhaft, die Expressionskontrollsequenz in den 
Bereich zwischen dem Haupt-mRNA-Start und dem ATG der 
Genkodiersequenz, welche naturlich mit dem 
Expressionskontrollsequenz verkniipft ist (z.B. die 
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B-lac-Kodiersequenz bei Verwendung des 

8-lac-Promotors) , mit dem VAC-Gen, welches vorzugsweise 
sein eigen.es Translationsstartsignal (ATG) und 
Translationsstopsignal (z.B. TAG) mitbringt, zu 
verkmipfen. Dadurch wird eine effektive Transkription 
und Translation gewahrleistet . 

Beispielsweise wird ein Vektor, insbesondere pBR322, 
mit einer Restriktionsendonuklease geschnitten und, 
gegebenenfalls nach Modif ikation des so gebildeten 
linearisierten Vektors, eine mit entsprechenden 
Restriktionsenden versehenen Expressionskontrollsequenz 
eingeftihrt. Die Expressionskontrollsequenz enthalt am 
3'-Ende (in Trans lationsrichtung) die Erkehnungssequenz 
einer Restriktionsendonuclease, so dafi der die 
Expressionskontrollsequenz bereits enthaltende Vektor 
mit besagtem Restriktionsenzym verdaut und das mit 
passenden Enden versehene VAC-Gen eingesetzt werden 
kann. Dabei entsteht ein Gemisch von zwei 
Hybridplasmiden, welche das Gen in richtiger bzw. in 
falscher Orientierung enthalten. Vorteilhaft ist es, 
den die Expressionskontrollsequenz bereits enthaltenden 
Vektor noch mit einer zweiten Restriktionsendonuclease 
innerhalb der Vektor-DNA zu spalten und in das 
entstandenen Vektor-Fragraent das mit richtigen Enden 
versehene VAC-Gen einzusetzen. Alle operationen am 
Vektor erfolgen vorzugsweise in einer Weise, daB die 
Funktion des Replicons und zumindest eines 
Markierungsgens nicht beeintrachtigt wird. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung wird ein von pBR322 abgeleiteter Vektor, 
welcher eine Expressionskontrollsequenz, insbesondere 
diejenige vom Tryptophan-Operon (trp po), enthalt, die 
am 3'-Ende (zwischen dem Haupt-mRNA-Start und dem 
ersten ATG) die Erkennungssequenz fur eine. 
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vorzugsweise kohasive Enden bildende, 
Restriktionsendonuclease, z.B. EcoRI, tragt, mit der 
genannten Restriktionsendonuclease und im 
Vektor-DNA-Teil mit einer zweiten 

RestrilUionsendonuclease, welche flache Oder bevorzugt 

kohasive Enden bildet, z.B. BamHI, verdaut, wonach der 

so linearisierte Vektor mit der entsprechende Enden 

aufweisenden VAC-DNA (z.B. mit einem EcoRI-Ende vor dem 

ATG-Start und einem BamHI-Ende nach dem 

Translationsstop-Codon) verkntipft wird. Die Verknupfung 

erfolgt in bekannter Weise durch Paarung der 

komplementaren (kohasiven) Enden und Ligierung, z.B. 

mit T.-DNA-Ligase. 
4 

Vorzugsweise kdnnen die erf indungsgemaflen DNA-Sequenzen 
auch in dem Expressionsplasmid pER103 (E. Rastl-Dworkin 
et al.. Gene 21, 237-248 (1983) und EP-A-0 . 115-6 13 - 
hinterlegt bei der DSM unter der Nummer DSM 2773 am 20. 
Dezember 1983), in dem Plasmid parpER33 
(EP-A-0. 115-613) Oder dem Plasmid pRHlOO expcimiert 
werden, da diese Vektoren alle Regulationselemente 
enthalten, die zu einer hohen Expressionsrate der 
klonierten Gene ftihren. 

Erfindungsgemae wird als Expressionsvektor fur das 
synthetische Protein Gen das Plasmid pRHlOO verwendet, 
das den regulierbaren Tryptophanpromotor aus Serratia 
raarcescens und eine artifizielle 

Ribosomenbindungsstelle enthalt. Zur Herstellung des 
Expressionsplasmides pRHlOO wurde das Plasmid pER103 
(Eva Dworkin-Rastl et al., Gene 21 (1983) 237-248, 
EP-A-O. 115-613) mit der Restr ikt ionsendonuklease 
Hindlll linearis.iert und die 01 igonukleot idsequenz 



5' 
3 ' 



AGCTTAAAGATGAGCTCATCTTTA 3 1 

ATTTCTACTCGAGTAGAAATTCGA 5 • 



eingef ugt . 



36 



Die fiber den mRNA-Weg, aus genomischer DNA Oder 
synthetisch gewonnene, mit entsptechenden (insbesondere 
EcoRI- und BaraHT-) Enden versehene VAC -DNA kann vor dem 
Einbringen in ein Express ionsplasmid auch in einen 
Vektor, z.B. pBR3 22, kloniert-- werden, um groBere Mengen 
an VAC-DNA, beispielsweise fur die Sequenzanalyse , zu 
gewinnen. Die Isolierung der Klone, welche das 
Hybridplasmid enthalten, wird beispielsweise rait einer 
VAC-DNA spezif ischen, radioaktiv-markierten 
Oligonucleot id-Probe (siehe oben) durchgef iihrt . Die 
Charakterisierung der VAC-DNA erf olgt beispielsweise 
nach dem Verfahren von Maxara und Gilbert (11). 

In einer weiteren' Ausfuhrungsf orm der Erfindung werden 
Teilstiicke der VAC-DNA synthetisiert . Die Erfindung 
bettifft auch ein Verfahren zur Herstellung von 
transforraierten Wirtszellen, dadurch gekennzeichnet , 
da8 man eine Wirtszelle mit einem Expnessionsvektor , 
der eine von einer Expressionskontrollsequenz 
regulierte, fiir die Aminosauresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthalt, transf ormiert . 

Geeignete Wirtszellen sind beispielsweise die oben 
genannten Mikroorganismen, wie Stamme von Saccharomyces 
cerevisiae , Bacillus subtilis und insbesondere 
Escherichia coli. Die Transformation mit dem 
erfindungsgemaBen Expressionsplasmiden erfolgt 
beispielsweise wie in der Literatur beschrieben, so fiir 
a. cerevisiae (12), B. subtilis (13) und E.coli (14). 
Die isolierung der transf ormierten Wirtszellen erfolgt 
vorteilhaft aus einem selektiven Nahrmedium, dem das 
Biocid zugesetzt wird, gegen welches das im 
Expressionsplasmid enthaltende Markierungs-Gen 
Resistenz verleiht. Wenn, wie bevorzugt, die 
Expressionsplasmide das amp -Gen enthalten, wird dem 
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Nahrmedium demgemaB Ampicillin zugesetzt. Zellen, 
welche das Expressionsplasmid nicht enthalten, werden 
in einera solchen Medium abgetdtet. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die auf dem genannten 
Weg erhaltlichen transf ormierten Wirtszellen. 

Die transf ormierten Wirtszellen konnen zur Herstellung 
von Verbindungen mit VAC-Aktivitat verwendet werden. 
Das Verfahren zur Herstellung dieser Verbindung ist 
dadurch gekennzeichnet , daB die transf ormierten 
Wirtszellen kultiviert und das Produkt aus den 
Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird. 

Die Erfindung betrifft daher vor allem ein Verfahren 
zur Herstellung von Verbindungen mit VAC-Aktivitat und 
von Salzen solcher Verbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, daB mit einem Expressionsplasmid, 
welches eine von einer Expressionskontrollsequenz 
regulierte, fur die Aminosauresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthalt, transf ormierte 
Wirtszellen in einem flussigen Nahrmedium, welches 
assimilierbare Kohlenstoff- und St ickstof f quellen 
enthalt, kultiviert werden und das Produkt aus den 
Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird, und, falls 
erforderlich, ein verf ahrensgemSB erhaltliches Produkt 
mit einem zur Aufspaltung der Disulf idbindungen 
geeigneten Reduktionsmittel versetzt und das 
erhaltliche reduzierte Polypeptid gegebenenf alls mit 
einem zur Neukmipfung von Disulf idbindungen geeigneten 
Oxidationsmittel behandelt wird, und gewtinschtenf alls . 
eine erhaltliche VAC-Verbindung in eine andere 
VAC-Verbindung uberfiihrt wird, ein verf ahrensgemafl 
erhaltliches. Gemisch von Verbindungen mit VAC-Aktivitat 
in die einzelnen Komponenten aufgetrennt wird und/oder, 
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gewunschtenfalls, ein erhaltenes Salz in das Polypeptid 
und ein erhaltenes Polypeptid in das entsprechende Salz 
desselben iibecftihrt wird. 

Die vorliegende Erfindung bettifft insbesondere ein 
Verfahren zur Herstellung von VAC-Verbindungen. 

Die .Kultivierung der erf indungsgemaBen transf ormierten 
Wirtszellen erfolgt in an sich beka.nnter Weise. So 
konnen fiir die Kultivierung der erf indungsgemafien, 
transf ormierten Wirtsmikroorganismen verschiedene 
Kohlenstof fquellen verwendet werden. Beispiele 
bevorzugter Kohlenstof fquellen sind assimilierbare 
Kohlenhydrate, ' wie Glucose, Maltose, Mannit oder 
Lactose, Oder ein Acetat, das entweder allein oder in 
geeigneten Geraischen verwendet werden kann. Geeignete 
Stickstof fquellen sind beispielsweise Aminosauren, wie 
Casaminosauren, Peptide und Proteine und ihre 
Abbauprodukte, wie Trypton, Pepton oder 
Fleischextrakte; weiterhin Hef eextrakte, Malzextrakt, 
wie auch Ammoniumsalze , z.B. Ammoniurachlorid, -sulfat 
oder -nitrat, die entweder allein oder in geeigneten 
Mischungen verwendet werden konnen. Anorganische Salze, 
die ebenfalls verwendet werden konnen, sind z.B. 
Sulfate, Chloride, Phosphate und Carbonate von Natrium, 
Kalium, Magnesium und Calcium. 

Weiterhin enthalt das Medium z.B. wachstumsf ordernde 
Substanzen, wie Spurenelemente , z.B. Eisen, Zink, 
Mangan und dergleichen, und vorzugsweise Substanzen, 
die einen Selektionsdruck ausiiben und das Wachstum von 
Zellen, die das Expressionsplasmid verloren haben, 
verhindern. So wird dem Medium beispielsweise 
Ampicillin zugesetzt, wenn das Expressionsplasmid ein 
amp R -Gen enthalt. Ein solcher Zusatz von antibiotisch 
wirksamen Substanzen bewirkt auch, da8 kontaminierende 
Antibiotika-empf indliche Mikroorganismen abgetStet 
werden. 
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Die Kultivierungsbedingungen, wie Temperatur, pH-Wert 
des Mediums und Fermentationszeit , werden so 
ausgewahlt, daB maximale VAC-Titer erhalten werden. So 
wird ein E. coli- Oder ein Hef e-stanun bevorzugt unter 
aeroben Bedingungen in submerser Kultur unter Schiitteln 
oder Ruhren bei einer Temperatur von etwa 20 bis 40°C, 
vorzugsweise etwa 30°C, und einem pH-Wert von 4 bis 9, 
(vorzugsweise etwa 30°C, und einem pH r Wert von 4bis 9), 
vorzugsweise bei pH 7, wahrend etwa 4 bis 20h, 
vorzugsweise 8 bis 12h, kultiviert. Dabei sammelt sich 
das Expressionsprodukt intrazellular an. 

Wenn die Zelldichte einen ausreichenden Wert erreicht 
hat, wird die Kultivierung abgebrochen und das Produkt. 
falls erforderlich, aus den Zellen des Mikroorganismus 
freigesetzt. Zu diesem Zeck werden die Zellen zerstort, 
z.B. durch Behandlung mit einem Detergens, wie SDS oder 
Triton, oder mit Lysozyra oder einem gleichartig 
wirkenden Enzym lysiert. Alternativ oder zusatzlich 
kann man mechanische Krafte, wie scherkrafte (z.B. 
X-Presse, French-Presse , Dyno-Mill) oder Schiitteln mit 
Glasperlen oder Aluminiumoxid , oder abwechselndes 
Einfrieren, z.B. in fliissigem Stickstoff, und Auftauen, 
z.B. auf 30° bis 40°C, sowie Ultraschall zum Brechen 
der Zellen anwenden. Die resultierende Mischung, die 
proteine, Nucleinsauren und andere Zellbestandteile 
enthalt, wird nach der Zentrif ugation in an sich 
bekannter Weise an Proteinen angereichert . So wird z.B. 
der groBte Teil der Nicht-Protein-Bestandteile durch 
Polyathylenimin-Behandlung abgetrennt und die Proteine 
einschlieBlich der VAC-Verbindungen z.B. durch Sattigen 
der Losung mit Ammoniumsulf at oder mit anderen salzen 
ausgefallt. Weitere Reingungsschritte umfassen 
beispielsweise chromatographische Verfahren, wie 
ionenaustauschchromatographie. HPLC, Reverse-Phase-HPLC 
und dergleichen. So erfolgt die Auftrennung der 
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Mischbestandteile durch Dialyse, nach. Ladung mittels 
Gel- odec tragerfreier Elektrophorese, nach 
MolekiilgroBe mittels einer geeigneten Sephadex-Saule, 
durch Aff initatschromatographie, z.B. mit Ant ikor pern, 
irisbesondere monoklonalen Antikorpern, . Oder rait 
Thrombin gekuppelt an einen geeigneten Trager zur 
Aff initatschromatographie, oder durch weitere, 
insbesondere aus der Literatur bekannte Verfahren. 

Beispielsweise umfaflt die Isolierung der exprimierten 
VAC-Verbindungen die folgenden Stufen. 
Abtrehnung der Zellen aus der Kulturlosung mittels 
Zentrifugation; Herstellung eines Rohextraktes durch 
Zerstoren der Zellen, z.B. durch Behandlung mit einem 
lysierenden Enzym und/oder abwechselndem Einfrieren und 
Wiederauf tauenr Abzentr if ugieren der unloslichen 
Bestandteile; Ausfallen der DNA durch Zugabe von 
Polyathylenimin; Fallung der Proteine durch 
Ammoniumsulfat; Aff initatschromatographie des gelosten 
Niederschlags an einer monoklonalen 

Anti-VAC-Antikorper-Saule; Entsalzung der so gewonnenen 
Losung mittels Dialyse oder Chromatographie an Sephadex 
G25 oder Sephadex G10. 

Weitere Reinigungsschritte schlieBen Gelf iltrationen an 
Sephadex G50 (oder G75) und,Reverse-Phase-HPLC ein. 
Entsalzung wieder an Sephadex G25. 

Zum Nachweis der VAC-Aktivitat kann der Test mit 
Anti-VAC-Antikorpern (z.B. aus Kaninchen/Maus 
erhaltliche, oder aus Hybr idomazellen erhaltliche 
monoklonale Antikorper) oder konnen die in der 
EPA 0 181 465 beschriebenen Tests herangezogen werden. 
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Wie beceits erwahnt , ist der alkalische 
Phosphatasepromotor besonders geeignet fur die 
Expression der erf indungsgemaSen Proteine. 

Das Gen fur die alkalische Phosphatase (PhoA) aus 
E.coli unterliegt einer strengen Regulation. In 
Gegenwart von Phosphat wird das Gen komplett 
abgeschaltet, bei Abwesenheit von Phosphat ira Medium 
erfolgt Genexpression.' H. Shuttleworth et al., Nucleic 
Acids Res. 14 (1986), p. 8689 sowie C.N.Chang et al., 
Gene 44 (1986), pp. 121-125 beschreiben die 
Nukleotidsequenz dieses Gens. Zur Konstruktion eines 
geeigneten Expressionsvektors wurde aus mehreren 
Oligonukleotiden die Promotorregion des PhoA Gens 
zusammengesetzt und in EcoRI-Clal geschnittenes pAT153 
(Amersham) eingesetzt. Vor der ribosoraalen 
Bindungsstelle wurde eine Xhol Stella eingefuhrt. Die 
originale EcoRI Stelle wird beim Einligieren des 
synthetischen DNA-Fragmentes zerstSrt. Nach der 
ribosoraalen Bindungsstelle wurde ein 
Translationsstart-ATG vorgesehen, dessen G das erste 
Nukleotid einer. sad (=SstI) Stelle ist. Der 
Expressionsvektor laBt sich durch Schnitt mit Sad an 
dieser Stelle linearisieren und der 3't)berhang durch 
Behandlung mit DNA-Polymerase I - Klenow Fragment in 
Gegenwart von dGTP in ein gerades Ende uberftihren. 
Dadurch kann jedes beliebige Gen an dieser Stelle 
eingefugt werden, fur korrekte Expression muB es mit 
der ersten Base der kodierenden Region beginnen. 

Das Hindlll-Sall Fragment des pAT-Anteils wurde 
entfernt und durch den alkalischen 
Phosphatase-Transkriptionsterminator ersetzt. Die 
originale Sail Stelle wurde zerst5rt. Daftir wurde sie 
vor dem Terminator zusammen mit der ebenfalls aus 
PAT153 deletierten BamHI Stelle wieder eingebracht. 
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Die Sequenz der synthetisch hetgestellten DNA ist in 
Fig. 15 abgebildet. Der resultierende Vektor wurde 
PRH284T genannt. 

Zur Herstellung eines Vektors, der zur Expression von 
VAC-alfa geeignet ist, wurde in den pRH284T ein fur 
VAC-alfa kodierendes DNA Molekiil eingefugt. Hierzu 
wurde beispielsweise der cDNA Klon pP6/5 mit Bglll und 
PstI ges.chnitten und das 980 bp lange Fragment 
isoliert, das den Hauptteil der kodierenden und ca. 
200 bp 3 'nichttranslatierte Region enthalt. Mittels 
Oligonukleotiden wurde das fenlende 5'Ende der 
kodierenden Region ersetzt. Dabei wurde durch zwei 
Mutationen (GGC -> GGT, Gly-7 und ACT -> ACC, Thr-8) 
gleichzeitig eine KpnI-Schnittstelle in die VAC-cDNA 
eingefuhrt. 

Die Oligonukleotide hatten folgendes Aussehen: 

IEBI-678 I IEBI-677 

5 ' GCACAGGTTCTCAGAGGTACCGTGACTGACTTCCCTGGATTTGATGAGCGGGCT 
CGTGTCCAAGAGTCTCCATGGCACTGACTGAAGGGACCTAAACTACTCGCCCGA 
| •' EBI-680| | • • 

GATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAGAGC 
CTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

EBI- 

| IEBI-682 I 
ATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCTGCA 3 ' 
TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGAGTCGCGGTCCTTTAGAG 5 ' 

679 M EBI-6811 

Der so hergestellte Vektor wurde pRH291 genannt 
(Fig. 16). 



Zur Expression von VAC-beta wurde vorzugsweise als 
Expressionsvektor das Plasmid pER103 verwendet 
(E.Rastl-Dworkin et al.. Gene 21 (1983), 237-248). Der 
Vektor wurde mit Hindlll linearisiert . Das 
5'uberhangende Ende wurde mit dATP und DNA-Polymerase 
I / Klenowf ragment partiell eingeftillt, und der 
verbleibende Einzelstrangrest mit SI Nuklease verdaut. 
Der Vektor- wurde mit BamHI nachgeschnitten und das 
groBe Fragment isoliert (Fig. 17). In den so 
vorbereiteten Vektor wurde das fur VAC-beta kodierende 
DNA-Molekiil ligiert. Hierzu wurde beispielsweise aus 
dem Klon P RH203 das 440 bp lange Maelll-BamHI Fragment 
isoliert, das die Codons 13 bis 157 enthalt. Das 
fehle.nde 5'Ende wurde durch Oligonucleotide 
erganzt : 
EBI-307 

5 • CCATGGCTTGGTGGAAAGCTTGGATCGAACAGGAAGGT 3 ' 

3- GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5' EBI-3C 

Dabei wurden fur E.coli optimale Codons verwendet (zB. 
R.Grantham et al., Nucleic Acids Res. 8 (1980), 
1893-1912). Dieser Codonaustausch result ierte • in einer 
neuen Hindlll-Stelle bei Codon 5 bis 7. Nach dem 
Nachschnitt mit BamHI wurde das 5'terminale 
VAC-Fragment in den vorbereiteten pERi03 Vektor 
ligiert. Der entstehende Vektor wurde pRH211 benannt. 
Urn die fur VAC-beta kodierende Region zu erganzen, 
wurde aus dem Klon pRH201 das 1230 bp lange BamHI-SphI 
Fragment isoliert. Der ca. 200 bp lange pBR322 
Abschnitt von BamHI bis SphI aus dem Plasmid pRH211 
wurde entfernt und durch den entsprechenden VAC-cDNA 
Tail ersetzt. Es resultierte der Vektor pRH212. Das 
EcoRI-BamHI Fragment, das den Trp-Promotor 
(S.marcescens), die ribosomale Bindungsstelle und den 
synthetisch hergestellten Beginn des VAC-beta Gens 
enthalt, wurde durch Sequenzieren iiberpruft. Der 
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Nachweis des plasraidkodierten VAC-beta erfolgte im 
Maxizell-system (A.Sancar et al . , J. Bacteciol. 137 
(1979) , pp. . 692-693. ) . . 

Besonders bevorzugt fur die Expression des VAC-beta ist 
die Konstruktion eines Expressionsvektors ausgehend von 
PRH284T. liierzu wurde in den Expressionsvektor in 
geeigneter Weise das fttr VAC-beta kodierende Insert 
ligiert. Als. Ausgangsmaterial fiir dieses Insert kann 
beispielsweise der Vektor pRH212 dienen: 

Der Expressionsvektor pRH284T wurde rait SacI 
linearisiert und die._3' iiberhangenden Ende mit 
DNA-Polymerase I / Klenowf ragment und dGTP in gerade 
Enden iibergefuhrt. Der Vektor wurde mit Sail 
nachgeschnitten, und das groBe Fragment isoliert. Das 
Hindlll-Sall Insert des Klons pRH212 wurde isoliert. 
Das Oligonukleotidpaar 

5' GCTTGGTGGAA 3' EBI-6 84 

3' CGAACCACCTTTCGA 5' EBI-68 5 

wurde mit dem VAC-beta Insert und dem vorbereiteten 
PRH284T ligiert. E.coli HB101 wurde mit der 
Ligaseldsung transf ormiert . Der resultierende Klon 
wurde pRH292 benannt (F.ig.18). 

Da in den Expressionsvektorea pRH291 (VAC-alpha) und 
PRK292 (VAC-beta) das Tetracyclinresistenzgen vom 
Promotor bis zur Sall-Stelle deletiert worden ist, 
konnen diese Vekoren keine Tetracyclinresistenz 
vermitteln. Tetracylin-resistente Expressionsvektoren 
erhalt man beispielsweise durch die Konstruktion nach 
dem Schema in Fig. 36. VAC-alpha und VAC-beta cDNA 
weisen jeweils in der 3* nicht translatierten Region 
eine SphI Stelle auf. Im beta-Lactamase Gen des Vektors 
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findet sich eine Pvul Stelle. Beide Erkennungssequenzen 
sind singular. Daher kann durch Schnitt mit Pvul und 
SpHI ein Teil des beta-Lactamase-Gens , der 
phoA-Promotor und die den gesamten kodierenden Teil der 
VAC-alpha Oder -beta plus etwas 3' nicht translatierter 
cDNA aus den beiden Expressionsvektoren frei'gesetzt 
werden. Andererseits kann aus dem Plasmid PAT153 durch 
Schnitt mit Pvul und EcoRI der Rest des beta-Lactamase 
Gens, der Replikationsursprung und das gesamte 
Tetracyclinresistenzgen inklusive des Promotors 
freigesetzt werden. Werden die SphI- bzw. EcoRI Enden 
durch enzymat ische Behandlung gerade gemacht , erhalt 
man hier kompatible Enden. Werden nun Vektor-Fragment _ 
und das VAC-alpha Oder VAC-beta cDNA enthaltende 
Fragment ligiert, entstehen Expressionsvektoren, die 
das komplette Tetracyclin enthalten: pGN25 (VAC alpha), 
pGN26 (VAC-beta). 

Kompetente Wirtsorganismen, beispielsweise E.coli, 
besonders bevorzugt E.coli HB101 wurden mit den so 
hergestellten Expressionsvektoren transf ormiert und in 
geeigneten Medien kultiviert. 

Ein fur die Expression von VAC-alfa und VAC-beta gut 
geeignetes Medium sei im folgenden mit seinen 
Komponenten- angef iihrt . 
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Besonders geeignet ist das Medium der Zusammensetzung: t 
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Zur Fermentation wurde beispielsweise das 
Vorkulturmedium mit E.coli, transf ormiert mit dera 
entsprechenden Expressionsvektor , angeimpft und unter 
Riihren und Sauerstof fzufuhr inkubiert. Ein Teil dieser 
Vorkultur wurde dann in einen Fermenter mit dem 
Hauptkulturmedium iiberfuhrt und unter Riihren und 
Beliiften kultiviert. Wahrend der Fermentationszeit 
wurde die Glucosekonzentration und der 
Sauerstof f part ialdruck beobachtet und entsprechend 
optimiert. Nach etwa 20 Stunden Fermentationszeit 
wurde der Ansatz abgekilblt, das Nahrmedium von der 
Biomasse abgetrennt und eingefroren. 

Der Nachweis der exprimierten Proteine erfolgte 
beispielsweise durch Western Blot. Das Ergebnis ist in 
Fig. 19 weitergegeben. 

"+Phosphat" ist die Kontrolle ohne Expression, 
"-Phosphat" zeigt die Expression von VAC-alfa (Klon 
HB101/pRH291) bzw. VAC-beta (Klon HB101/pRH292) 
Protein unter der Kontrolle des alkaliscben 
Phosphatase Promotors. Sowohl VAC-alfa als auch 
VAC-beta Protein sind bereits auf dem gefarbten Gel zu 
erkennen. Die gebildete Menge an VAC-Proteinen betragt 
uberrasehenderweise mindestens 20 nig/l/OD 600nm 
Bakterienkultur . 

Der Western Blot zeigt deutlich die angefarbte VAC-alfa 
Bande. Zusatzlich sind einige Proteine niedrigeren 
Molekulargewichts im Bereich bis 30 kD erkennbar, die 
moglicherweise durch proteolytische Spaltung am N- 
und/oder C-Terminus des VAC-alfa Proteins entstanden 
sind. Auffallig ist auBerdem ein durch das Antiserum 
erkanntes Protein im Bereich kleiner 20 kD f das ein. 
durch Proteolyse entstandenes Halbmolektil des VAC-alfa 
Proteins darstellen konnte. Oberraschenderweise wurde 
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** VAC 



auch VAC-beta durch Ant i-VAC-Anti serum erkannt. Da 
diese Bande wesentlich schwacher als die VAC-alfa Bande 
gefarbt ist, andererseits a.ber die VAC-beta Bande im 
Coomassie Blau gefarbten Gel in ihrer Intensitat dem 

-alfa entspricht, ist daraus zu schlieBen, daB die 
Erkennung des VAC-beta Proteins durch das 
Anti-VAC-Antiserum wesentlich schlechter als jene des 
VAC-alfa Proteins erfolgt. 

Zur Isolierung und Reinigung der exprimierten Proteine 
wurde die gefrorene Biomasse in einem geeigneten 
Lyse-Puffer suspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend 
mechanisch, beispielsweise. durch eine Manton-Gaulin 
Presse zerstort. Nach Zugabe eines Fallungsmittels ftir 
Nicht-Protein-Bestandteile, wie Polyethylenimin, wurden 
die festen Bestandteile beispielsweise durch 
Zentrifugation entfernt. Nach Ausfallung der Proteine, 
vorzugsweise durch Ammoniumsulf atf rakt ionierung . . 
Auflosung des Prazipitates , Entfernung des 
Fallungsmittels und Klarung der Losung wurde der so 
erhaltene Extrakt verschiedenen chromatographischen 
Reinigungsschritten unterworfen. Anstelle der- 
Ausfallung der Proteine laBt sich der rohe VAC-Extrakt 
auch durch eine chromatographische Vorreinigung soweit 
reinigen, daB er anschlieBend einem Reinigungszylclus 
unterworfen werden kann. Als geeignetes Slulenmaterial 
fur die Vorreinigung hat sich beispielsweise Si0 2 
herausgestellt, doch sind auch andere Materialien mit 
ahnlichen Eigenschaf ten geeignet. Erf indungsgemaB wurde 
Silica Catalyst, Carrier, Grade 953 W der Firma Grace 



$ verwendet. 



Ein fur die Reinigung der erf indungsgemaBen Proteine 
geeigneter chromatographischer Reinigungszyklus 
bestand beispielsweise aus einer 

DEAE-Fast-Flow-Sepharose-, einer Sephacryl S-200 High 



Resolution- und einer Q-Sepharose-Fast-Flow- 
Chromatographie. Die Reinheit der so echaltlichen 
erf indungsgemaSen Proteine wurde mittels SDS-PAGE, 
Western Blot, Gelpermeations HPLC, Reverse HPLC und 
isoelektrischer Fokussierung bestimrat. 

Die fur samtliche Kultivierungs- , Isolierungs- und 
Reinigungsschritte erf orderlichen einzuhaltenden 
Parameter wie Temperatur, Mengenverhaltnisse, 
Reihenfolge der einzelnen Schritte, pH-Werte, 
besondere Reagent ien etc. sind dem Fachmann bestens 
bekannt. Die unten angegebenen Beispiele konnen, falls 
gewunscht, in geeigneter, dem Fachmann bekannter Weise 
abgewandelt werden. 

Von besonderer Bedeutung ist die Frage, ob ein durch 
gentechnische Methoden hergestelltes VAC-Protein, im 
folgenden kurz r-VAC genannt, mit dem aus naturlichem 
Material erhaltlichen VAC-Protein (s. EPA 0 181 465), 
im folgenden VAC genannt, identisch ist; identisch 
sowohl in seiner Struktur als auch in seinen 
biologischen Eigenschaf ten. 

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden folgende 
Methoden verwendet: 

1.. Gelpermeations-HPLC 

2. Reverse Phase HPLC 

3. N-terminale Sequenzierung 

4. Tryptische Peptid Karte 

5. SDS-Gelelektrophorese 

6. Western Blot 

7.. Isoelektrische Fokussierung 
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Die Gelperraeations-HPLC weist fur VAC ein 
Molekulargewicht von 34.000, fur r-VAC von 33 .000 auf , 
was innerhalb der Genauigkeit der Methode als 
gleichwertig zu betrachten ist. Es ist zu beachten, dafi 
* die verwendete Saule streng genommen nicht nach dem 

Molekulargewicht sondern nach dec MolekulgroBe 
dif f erenziert . 

Bei der Reverse Phase HPLC eluieren beide Proteine nach 
einer Retentionszeit von etwa 29 Minuten. 

Die N-terminale Sequenzierung des r-VAC bis zur 
Aminosaure 39 ergab 100%ige Ubereinstimmung mit der 
erwarteten Sequenz. N-terminales Methionin, oft bei 
gentechnisch hergestellten Proteinen zusatzlich 
anzutref f en, konnte iiberraschenderweise nicht 
nachgewiesen werden. Wie zu erwarten war, liegt der 
N-Terminus des r-VAC unblockiert vor. 

Bei dem Vergleich der tryptischen Fragment ierung ergab 
sich ein praktisch identisches Peptidmuster . 

Auch der Vergleich der beiden Proteine mittels SDS-PAGE 
zeigte praktisch gleichart iges Verhalten. Beide 
beinhalten dimere Forraen, die of f ensichtlich iiber 
Disulf idbriicken gebunden sind und mit Dithiothreitol 
reduziert werden kSnnen. 

Ebenso bestatigte der immunologische Vergleich durch 
* Western Blot die Identitat der beiden Proteine. 



Der bei der Ermittlung des isoelektr ischen Punktes 
festzustellende Unterschied von +0,1 pH-Einheiten bei 
r-VAC last sich durch den freien N-Terminus erklaren. 
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Zur tfberpriifung der biologischen Aktivitat des r-VAC 

wurden verschiedene Koagulationstest durchgef iihrt und 

die Ergebnisse rait denen verglichen, die mit VAC aus 

naturlichem Material erhalten wurden. Alle 

durchgefiihrten Tests, der raodif izierte Prothrombin Zeit 

Test, ebenso wie der Thrombin Test, ebenso wie die 

Faktor X -Generation in Gewebef aktor-aktiviertem 
a 

Plasma belegen eindeutig, daB r-VAC biologische 
Aktivitat aufweist, und daB diese nicht zu 
unterscheiden ist von der des VAC aus naturlichem 
Material. 

Die aus der cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz fur 
VACB zeigt eine 54% Horaologie zu VAC-a. Aufgrund 
dieses Befundes wurden einige biologische AktivitSten 
von VAC-B mit denen von VAC-a verglichen. 

L. Der Effekt von VAC-a und VAC-B auf die 

Proth.rombinase-Aktivitat: Fig. 47 zeigt, daB beide 
Proteine VAC-a und VAC-B den gleichen 
inhibitorischen Effekt auf die 

Prothrombinase-Aktivitat ausiiben, was den gleichen 
Mechanismus fur die Koagulationsinhibitation 
vermuten laBt. 

2. Phospholipase Inhibitationsaktivitat : wie bereits 
erwahnt, lassen sich VAC-a aufgrund ihrer 
Priraarstruktur und VAC-B in die Familie der Amexine 
einordnen. (Gusow,. M.J. (1987) Febsletters 203, 
99-103). Einige andere Mitglieder dieser Familie, 
z.B. Calpactin I und II haben sich als Phospholipase 
Inhibitoren herausgestellt . Ihre Aktivitat beruht 
auf einer Calcium-abhangigen Bindung an die 
Phospholipide wodurch sie den Angriff der 
Phospholipase auf ihr Substrat blockieren (Davidson 
et al. (1987) J. Biol. Chem. 262, 1698-1705. 
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Da nun VAC-a und VAC-B Calcium-abhangig an 
Phospholipide binden, wurde tiberpriift, ob die beiden 
Proteine ebenso auch mSgliche Antiphospholipase- 
Aktivitaten aufweisen. Ein Testverf ahren mit 
3 -H-Qlsaure markiertem E.coli wurde hierzu verwendet. 

Die Figuren 48 und 49 zeigen, daS sowohl VAC-a als 
auch VAC-6 Phospholipase A 2 Aktivitat inhibieren. 
Weiterhin sind beide Proteine unter den gewahlten 
Bedingungen gleich aktiv. 50% Inhibition wurde bei ca. 
65 mM VAC-a oder VAC-B beobachtet. Verminderung der 
substrat Konzentration auf die Halfte resultierte in 
einer Reduzierung der ID 5Q von VAC auf die Halfte. 
Dies ist ein Hinweis darauf, daB VAC auf der 
Substratebene agiert. Folglich findet VAC 
wahrscheinlich an die Phosphol ipidmembranen und 
inhibiert hierdurch die Phospholipase Aktivitat. 

Calpactin I bindet an Phospholipidmembranen auf dem 
mikromolaren Ca ++ Level (Drust, D.S. & Cremitz, C.E. 
(1988) Nature 331, 88-91). Daher wurde untersucht, ob 
VAC in der Lage ist, Phospholipase-Aktivitat bei 
geringer Calcium Konzentration zu inhibtieren. Da die 
pankreatische Phospholipase A 2 bei Ca 
Konzentrationen unter 50 mM inaktiv war, was das die 
niedrigste verwendete Konzentration. Die Figuren 50 
und 51 zeigen die Calcium-Abhangigkeit der VAC 
induzierten Inhibition der Phospholipase Aktivitat. Bei 
alien Ca ++ Konzentrationen zeigte sowohl VAC-a als 
auch VAC-B inhibitor-Aktivitaten. Doch scheint ein 
funktioneller Unterschied zwischen VAC-a als auch 
VAC-S inhibitor-Aktivitaten. Doch scheint em 
funktioneller Unterschied zwischen VAC-a und VAC-B zu 
bestehen. Bei der niedrigsten ca ++ -Konzentration war 
VAC-B signifikant aktiver als VAC-a. Dies konnte 
implizieren, daB VAC-B weniger Ca + zur 
Membranbindung benotigt. 
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VerfahrensgemSS erhSltliche VAC-Ptoteine konnen in an 
sich bekannter Weise in andere VAC-Proteine (Peptide) 
iiberftthrt werden. 

Untersuchungen haben gezeigt, dafi Disulf idbrucken ftir 
die gerinnungshemmende Aktivitat von naturlichem VAC 
ohne Bedeutung ist.Je nach Wahl der Wirtszelle kann 
nicht ausgeschlossen werden, daS eine Verkniipfung der 
Cystein-Reste im primaren Translationsprodukt unter 
Bildung von Disulf idbrticken in einer Weise erfolgt, 
die sich vom naturlich ablaufenden Vorgang 
unterscheidet . Es ist mdglich, daB die sich 
einstellende "falsche" Tertiarstruktur des Produktes 
eine Verminderuhg oder sogar den Verlust, evtl. aber 
auch eine Verbesserung, der wertvollen 
pharmakologischen Eigenschaf ten, insbesondere der 
gerinnungshemmenden Aktivitat , zur Folge hat, was sich 
mit Hilfe der oben genannten VAC-Assays feststellen 
laBt. In einem solchen Fall ist es gegebenenf alls 
zweckmaBig, die Disulf idbindungen mit einem geeigneten 
Reduktionsmittel zu spalten und das reduzierte 
Polypeptid zur Neuknupfung der Disulf idbindungen mit 
einem geeigneten Oxidationsmitt-el zu behandeln. Anhand 
der VAC-Aktivitat des gebi-ldeten Produktes laBt sich 
feststellen, ob die gewahlten Bedingungen (Reduktions- 
und/oder Oxidationsmittel) zur. gewiinschten Steigerung 
. der biologischen Aktivitat gefuhrt haben Oder ob die 
Bedingungen in bekannter Weise modifiziert werden 
musseh. 

Zur Auf spaltung von Disulf idbrucken geeignete 
Reduktionsmittel sind beispielsweise 

Thiol-Verbindungen, wie Thiophenol, 4-Nitrothiophenol , 
1,4-Butandi thiol und. insbesondere 1, 4-Dithiothreit . 
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Die Reduktion wird vorteilhaft in einem 
waSrig-alkalischen Medium, beispielsweise in dec 
verdtinnten wassrigen Losung eines 
Alkalimetallhydroxids, z.B. Natriurohydroxid , 
AUcalimetallcarbonats, z.B. Natriuracarbonats , oder 
einer organischen Base, insbesondere eines 
* Triniederalkylamins, z.B. Tr iathylamin, bei 

Raumtemperatur durchgef tihrt . 

Oxidationsmittel, welche zur Neukniipfung von 
Disulfidbindungen in den reduzierten Polypeptiden 
geeignet sind, sind beispielsweise Lufi tsauerstof f , 
welcher durch eine wassrige LSsung des Polypeptids, 
der gegebenenfalls eine katalytische Menge eines 
Obergangsmetallsalzes, z.B. Eisen-(Hl)-sulfat, 
Eisen-(III)-chlorid oder Kupf er- ( I I ) -sulf at , beigefugt 
wurde, geleitet wird; Jod, auch in Form des 
Kaliumjodid-Adduktes K J 3 , welches vorzugsweise in 
alkoholischer, z.B. methanolischer , oder 
wassrig-alkoholischer, z.B. wassrig-methanolischer 
Losung eingesetzt wird; Kaliumhexacyanof errat-( III ) in 
" wassriger Losung; l, 2-Di jodathan oder 
' Azodicarbonsauredimethylester oder -diathylester , 

welche in wasser oder in einer Mischung bestehend aus 
Wasser und einem mit Wasser mischbaren Alkohol, z.B. 
Methanol, zur Reaktion gebracht werden. Die Oxidation 
wird insbesondere bei Raumtemperatur ausgef tihrt. 

Die Abtrennung der Reagentien, insbesondere der Salze 
und der Oxidations- bzw. der Reduktionsmittel und ihrer 
Folgeprodukte, von der gewunschten VAC-Verbindung 
erfolgt nach an sich bekannten Methoden, beispielsweise 
durch Molekulargewichtsfiltration, z.B. an Sephadex 
oder Biogel. 
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Bin verfahrensgeraaB erhaltliches Gemisch von 
Verbindungen mit VAC-Aktivitat kann in an sich 
bekannter Weise in die einzelnen Komponenten 
aufgetrennt werden. Geeignete Trennvetfahren sind ? 
beispielsweise chromatographische Verfahren, z.B. 
Adsorptions-Chromatographie, $ 
Ionenaustauschchromatographie, HPLC oder Reverse-Phase 
HPLC, ferner multiplikative Vetteilung oder 
elektrophoretische Methoden, z.B. Elektrophorese an 
Celluloseacetat oder Gelelektrophorese, insbesondere 
Polyacrylamid- Gelelektrophorese ("PAGE"). 

Die erf indungsgemaB herstellbaren Verbindungen konnen 
nicht nur in freier Form, sondern auch in Form ihrer 
Salze, insbesondere ihrer pharraazeutisch annehmbaren 
Salze, vorliegen. Da sie mehrere Aminosaurereste mit 
freien Aminogruppen enthalten, konnen die 
erf indungsgemaSen Verbindungen z.B. in Form von 
Saureadditionssalzen vorliegen. Als Saureadditionssalze 
kommen insbesondere physiologisch vertragliche Salze 
mit ublichen, therapeutisch anwendbaren Sauren in 
Betracht; als anorganische Sauren sind die 
Halogenwasserstoff sauren, wie*- die 
Chlorwasserstof f saure, aber auch Schwef elsaure und 
Phosphor- bzw. Pyrophosphorsaure zu nennen; als 
. organische Sauren sind in erster Linie Sulf onsauren, 
wie die Benzol- oder p-Toluosulf onsaure oder 
Niederalkansulf onsauren, wie Methansulf onsaure , sowie 
Carbonsauren, wie Essigsauren, Milchsaure, Palraitin- * 
und Stearinsaure, Apf elsaure, Weinsaure, Ascorbinsaure 
und Citronensaure geeignet. Da die VAC-Verbindungen * 
auch Aminosaurereste mit freien Carboxylgruppen 
enthalten, k5nnen sie auch als Metallsalz, insbesondere 
als Alkalimetall- oder Erdalkalimetallsalz, . z.B. 
Natrium-, Calcium- oder Magnesiumsalz , oder auch als 
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Ammoniumsalz , abgeleitet von Ammonia* oder einer 
physiologisch vertraglichen, organischen 
stickstof f haltigen Base, yorliegen. Da sie aber 
zugleich freie Carboxylgruppen und freie Aminogruppen 
enthalten, konnen sie auch als innere Salz vorliegen. 

Je nach Arbeitsweise erhalt man die erf indungsgemaSen 
Verbindungen in freier Form, in Form von 
Saureadditionssalzen oder Salzen mit Basen. Aus den 
Saureadditionssalzen und den Salzen mit Basen konnen in 
an sich bekannter Weise, beispielsweise durch 
Einstellen des pH-Wertes auf den isoelektrischen Punkt , 
die freien Verbindungen gewonrfen werden. Von letzteren 
wiederum lassen sicti durch Umsetzen mit Sauren bzw. - 
Basen, z.B. mit solchen, die die oben genannten Salze 
bilden, und Eindampfeh oder Lyophilisieren 
therapeutisch annehmbare Saureadditionssalze bzw. Salze 
mit Basen gewinnen. 



Die Eigenschaft von Antikorpern, spezifische Antigene 
zu binden, finde.t auBerhalb des KQrpers prakt.ische 
Anwendung bei der qualitativen und quantitativen 
Bestimmung ( Immuno-Assay) und bei der Reinigung der 
Antigene ( Immunoaf f initatschromatographie) . Serum 
iramunisierter Tiere enthalt normalerweise eine vielzahl 
verschiedener Antikorper, die mit dem gleichen Antigen 
an verschiedenen Bindungsstellen mit verschiedener 
Affinitat reagieren, dazu aber auch Antikbrper gegen 
andere Antigene, die die friiheren Erfahrungen des 
Individuums widerspiegeln . Die erfolgreiche Anwendung 
von Antikorpern zur Bestimmung und Reinigung von 
Antigenen erfordert aber hohe Spezifitat und 
Reproduzierbarkeit . 
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Homogene Antikorper, die diese Anf orderungen erfiillen, 
sind durch die von KQhler und Milstein (17) 
beschriebene Hybridoma-Technik zuganglich geworden. 
Prinzipiell besteht die Technik darin, dafl Antikorper 
ausscheidende B-Lymphozyten, z-B. aus der Milz, 
immunisierter Tiere mit Tumorzellen verschmolzen 
("fusioniert" ) werden. Die gebildeten. Hybridoma-Zellen 
kombinieren die Fahigkeit zur unbegrenzten Vermehrung 
durch Teilung mit der Fahigkeit, einen einheitlichen 
Typ Antikorper zu bilden und auszuscheiden. Durch 
Kultivierung in einem selektiven Medium, in dem nicht 
fusionierte Tumorzellen absterben, Hybridoma-Zellen 
sich aber vermehren, und durch geeignete Manipulationen 
konnen Klone, d.h. Zellpopulationen, die sich von einer 
einzigen Hybridoma-Zelle ableiten und genetisch 
identisch sind, gewonnen und kultiviert und die durch 
die Zellen produzierten monoklonalen Antikorper 
isoliert werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft monoklonale 
Antikorper gegen VAC, Hybridomazellen, die solche 
Antikorper produzieren und Verfahren zu ihrer 
Herstellung. Bevorzugt sind" Hybridomazellinien und die 
von diesen ausgeschiedenen monoklonalen Antikorper, die 
spezifisch mit VAC reagieren. . Das Verfahren zur 
Herstellung von monoklonalen Anti-VAC-<x und 
Anti-VAC-a-Antikorpern ist dadurch gekennzeichnet , daB 
man Mause. mit VAC immunisiertr B-Lymphozyten derart 
immunisierter Tiere mit Myelomazellen fusioniert, die 
gebildeten Hybr idomazellen kloniert, dann in vitro oder 
durch Injektion in Mausen kultiviert und aus den 
Kulturen Antikorper isoliert. 

Die Erfindung betrifft ferner Immuno-Af f initats- 
chromatographie-Saulen und Test-Kits fur Immunoassays, 
die diese Antikorper enthalten. 
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Nach dem erf indungsgemaBen Verfahren werden Mause, z.B. 
Balb/c-Mause, auf an sich bekannte Weise immunisiert. 
In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird VAC etwa 
wochentlich oder auch in grSSeren Abstanden wahrend 
** mehreren Wochen, beispielswei.se 5 bis 12 Wochen, 

iniiziert, bis sich eine geniigende Zahl 
AntikSrper-produzierender B-Lymphozyten gebildet hat. 

Zur Steigerung der Immunogenitat des eingesetzten VAC 
wurde es an stark immunogene Trager wie beispielsweise 
heterologes Albumin oder "Keyhole limpet hemocyanin" 
(KLH) gekoppelt. Bevorzugt wurden verschiedene VAC/KLH 
Praparationen eingesetzt, wobei nach einem 
Immunisierungsschema so lange immunisiert wurde, bis 
sich geniigend Antikorper-produzierende Zellen gebildet 
hatten, beispielsweise bis zu ca. 40 Wochen. 
B-Lymphozyten enthaltende Organe.z. B. Milzzellen, der 
immunisierten Mause werden entnommen und mit solchen 
Myelomazellen fusioniert, die aufgrund einer Mutation 
in einem selektiven Kulturmedium nicht wachsen. Solche 
Myelomazellen sind bekannt und sind beispielsweise 
jene mit der Bezeichnung X63-Ag8, X63-Ag8 . 6 . 5-. 3 , 
MPC-11, NSl-Ag4/i; MOPC-21 NS/1 oder SP 2/0. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden Milzzellen 
immunisierter Mause mit Myelomazellen der Zell-Linie 
X63-Ag8.6.5.3 fusioniert. 

Die Fusion wird nach an sich belcannten Verfahren durch 
Mischen der B-Lymphozyten und der Myelomazellen unter 
* Zugabe eines Zellf usionsagens , wie PolyethylenglyKol , 

% Sendai-Virus, Calciumchlor id oder Lysolecithin 

durchgefuhrt. Vorzugsweise wird in Gegenwart von 
Polyethylenglylcol, beispielsweise mit einem 
Molekulargewicht zwischen 1000 und 4000, fusioniert. 
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Nach der Fusion werden die entstandenen Hybride nach 
einem an sich bekannten Verfahren in einem selektiven 
Kulturmedium, das rait Hypoxanthin, Aminopterin und 
Thymidin (HAT-Medium) komplementier t ist, kultiviert. 
Nicht fusionierte Myelomazellen konnen. i-n diesem Medium 
nicht wachsen und sterben ebenso wie norraale 
Lymphozyten. 

Die tfberstande der Hybr idoma-Kulturen konnen mit an 
sich bekannten Verfahren auf ihren Gehalt an 
spezifischen Antikorpern gepriift werden, beispielsweise 
mit Radio-Immunoassay, EL ISA oder Agglutinierung. Dabei 
wird uberraschenderweise f estgestellt , da8 mit dem 
beschriebenen Verfahren Hybr idoma-Zellen gewonnen 
werden konnen, die Antikorper spezifisch gegen VAC 
ausscheiden. Die Hybr idomazellen, die Antikorper der 
gewunschten Spezifitat produzieren, werden aus dem aus 
der Fusionierung hervorgegangenen Gemisch 
verschiedenster Hybr idomazellen durch Klonieren- 
herausselektioniert . Dazu werden nach einem an sich 
bekannten Verfahren, das "limiting dilution' 1 genannt 
wird, Kulturen ausgehend von einer einzigen wachsenden 
Zelle angesetzt. 

Zur Massenproduktion werden die Hybridoraa-Zellklone, 
die Antikorper der gewunschten Spezifitat produzieren, 
entweder in an sich bekannten Medien in vitro 
kultiviert pder zur Vermehrung in Mause injiziert. In 
einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm werden 
Hybridomazellen in mit.Pristan vorbehandelte Mause 
injiziert, Aszites-Flussigkeit entnommen und daraus 
durch Fallung mit Ammoniumsulf at-Losung Antikorper 
isoliert . 
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Die rait Hilfe dieset Hybridomazellen gewonnenen VAC 
spezifischen Antikorper k6nnen auf an sich bekannte 
Weise fiir die Herstellung von 

Immuno-Affinitatschromatographie- SSulen verwendet 
werden. In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
Erfindung wird ein geeignetes Tragermaterial 
(suspendiert in einer Puf f er losung) mit einer 
Antikorper-Losung versetzt, ungebundene Anteile werden 
anschlieSend ausgewaschen und unbesetzte Stellen des 
Tragermaterials bloclciert. 

Die mit Hilfe der Hybridomazellen gewonnenen VAC 
spezifischen Antikorper konnen auf an sich bekannte 
Weise fur die Herstellung von Test-Kits verwendet 
werden. Diese Test-Kits konnen auf verschiedenen 
Methoden beruhen, beispielsweise auf 

Radio-Immuno-Assay, Latex-Agglutinierung, Tiipf el-Tests , 
Kompetitive oder Sandwich-Radio-Immunoassay , 
Enzym- Immunoassay, Immuno-Fluoreszenz oder 
immunochemischen Enzym-Tests. Solche Kits konnen neben 
gewohnlichen Antikorpern verschiedener Herkunft 
Antikorper-Konjugate mit Enzymen oder 
Fluoreszenztragern enthalten, dazu VAC markiert mit 
radioaktiven Isotopen wie J 125 , oder konjugiert mit 
Enzymen, beispielsweise mit Meerrettich-Peroxidase oder 
alkalischer Phosphatase, ferner Enzymsubstrate, 
geeignete Puffer, Gele, Latex, Polystyrol oder andere 
Fullmaterialien und Trager. 

Die gemafi der vorliegenden Erfindung erhaltlichen 
bekannten Proteine (Peptide) weisen wertvolle 
pharmakologische Eigenschaf ten auf und konnen 
prophylaktisch oder insbesondere therapeutisch 
angewendet werden. 
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Die erf indungsgemaBen neueh VAC Verbindungen Jconnen 

daher in Analogie zu natiirlichem VAC zur Therapie und 

Prophylaxe von Thrombosen und Thromboembolien, 

einschlieBlich zur Prophylaxe von postoperativen 

Thrombosen, zur akuten Schock-Therapie (z. B. bei ♦ 

septischem Oder polytraumatischem Schock) , zur Therapie 

von Verbrauchskoagulopathien, bei Hamodialysen, " 

Hamoseparationen, Blutkonserven und im extrakorporalen 

Kreislauf verwendet ■' werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeut ische 
Zusammensetzungen, welche wenigstens eine der 
erf indungsgemaBen Verbindungen oder deren 
pharmazeut is ch annehmbaren Salze, gegebenenf alls 
zusammen mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager 
und/oder Hilf sstof f en, enthalten. Diese 
Zusammensetzungen konnen insbesondere bei den oben 
angegebenen Indikationen Verwendung finden, wenn sie z. 
B. parenteral, wie intravenos, intracutan, subcutan 
oder intramuskular , oder topisch verabreicht werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der 
erf indungsgemaBen neuen Verbindungen und diese 
enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen fur die 
prophylaktische und therapeutische Behandlung des 
menschlichen und tierischen Korpers, insbesondere bei 
den oben angegebenen Krankheitsbildern, in erster Linie 
zur Hemmung der Gerinnung des Blutes innerhalb .und 
auBerhalb des menschlichen und tierischen Korpers. ? 

Die Dosierung hangt in erster Linie von der # * 

spezifischen Verabreichungsf orm und vom ZwecJc der 
Therapie bzw. Prophylaxe ab. Die GroBe der Einzeldosen 
sowie das Verabreichungsschema kann am besten anhand . 
einer individuellen Beurteilung des jeweiligen 
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Krankheitsfalles bestimmt werden: die dazu 
erf orderlichen Methoden zur Bestimmung von relevanten 
Blutfaktoren sind dent Fachmann gelaufig. im Normalfall 
liegt bei einer Injektion die therapeutisch wirksame 
w * Menge der erf indungsgemaSen Verbindungen im 

Dosisbereich von etwa 0,005 bis etwa 0,1 mg/kg 
* Korpergewicht. Bevorzugt wird der Bereich von etwa 0,01 

bis etwa 0,05 mg/kg Korpergewicht. Die Verabreichung 
erfolgt durch intravenose, intramuskulare oder 
subcutane Injektion. Dementsprechend enthalten 
pharmazeutische Praparate zur parenteralen 
Verabreichung in Einzeldosis-Form in Abhangigkeit von 
der Applikationsart pro Dosis etwa 0,4 bis etwa 7 , 5 mg 
der erf indungsgemaSen Verbindung. Neben dem Wirkstoff 
enthalten diese pharmazeut ischen Zusammensetzungen 
iiblicherweise noch einen Puffer, z. B. einen 
Phosphatpuf f er , der den pH-Wert zwischen etwa 3,5 und 7 
halten soil, und ferner Natr iumchlor id , Mannit oder 
Sorbit zur Einstellung der Isotonie. Sie konnen in 
gef riergetrockneter oder geloster Form vorliegen, wobei 
Losungen ein antibakter iell wirkendes 
Konservierungsmittel , z. B. 0,2 bis 0,3 % 
4-Hydroxybenzoesauremethylester oder -ethylester, 
enthalten konnen. Ein Praparat fur die topische 
Anwendung kann als wassrige Losung, Lotion oder Gelee, 
olige Losung oder Suspension, oder fetthaltige oder 
insbesondere Emulsions-Salbe vorliegen. Ein Praparat in 
Form einer wassrigen Losung erhalt man beispielsweise 
dadurch, da8 man die erf indungsgemaSen wirkstoffe oder 
I ein therapeutisch. annehmbares Salz davon in einer 

wassrigen Pufferlosung von pH 4 bis 6,5 lost und 
gewiinschtenfalls einen weiteren Wirkstoff, z. B. ein 
Antiinf lammator ikum, und/oder ein polymeres Haftmittel, 
z. B." Polyvinylpyrrolidon, und/oder ein 
Konservierungsmittel zuf iigt . Die Konzentrat ion des 
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Wirkstoffs betragt etwa 0,1 bis etwa 1,5 mg, 
vorzugsweise 0,25 bis 1,0 mg, in 10 ml einer Losung 
bzw. 10 g eines Geles. 

Eine olige Applikationsf orm fiir die topische 
Verabreichung erhalt man beispielsweise durch 
Suspendieren der erf indungsgemaBen Wirkstoffe Oder 
eines therapeut isch annehrabaren Salzes davon in einem 
Oel, gegebenfalls unter Zusatz von Quellmitteln, wie 
Aluminiumstearat, und/oder grenzf lachenaktiven Mitteln 
(Tensiden), deren HLB-Wert ("hydrophilic-lipophilic- 
balance") unter 10 liegt, wie Fettsauremonoester 
mehrwertiger Alkohole, z. B. Glycerinmonostearat , 
Sorbitanmonolaurat , Sorbitanmonostearat Oder 
Sorbitanmonooleat. Eine fetthaltige Salbe erhalt man z. 
B. durch Suspendieren der erf indungsgemaBen Wirkstoffe 
Oder deren Salze in einer streichbaren Fettgrundlage , 
gegebenenfalls unter Zusatz eines Tens ids vom HLB-Wert 
unter 10. Eine Emulsionssalbe erhalt man durch 
Verreiben einer wasserigen Losung der erf indungsgemaBen 
Wirkstoffe oder deren Salze in einer weichen, 
streichbaren Fettunterlage unter Zusatz eines Tensids, 
dessen HLB-Wert unter 10 liegt. Alle diese topischen 
Applikationsformen konnen auch Konservierungsmittel 
enthalten. Die Konzentration des Wirkstoffes betragt 
0,1 bis 1,5 rag, vorzugsweise 0^25 bis 1,0 mg, in etwa 
10 g der Grundmasse. 

Neben den oben beschriebenen und ihren analogen 
pharmazeutischen Zusammetzungen, welche fiir einen 
direkten medizinischen Einsatz am Korper des Menschen 
oder eines Saugetieres bestimmt sind, betrifft die 
vorliegende Erfindung auch pharmazeutische 
Zusammensetzungen und Praparate zur medizinischen 
Anwendung auBerhalb des lebenden Korpers des Menschen 
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Oder der Saugetiere. Solche Zusamraensetzungen und 
Praparate verwendet man in erster Linie als 
gerinnungshemmenden Zusatz zu Blut, welches auBerhaib 
des Korpers einer zirkulation odet Behandlung (z.B. 
extrakorporaler Kceislauf Oder Dialyse in Wins t lichen 
Nieren), Konservierung Oder Modif izierung (z.B. 
Hamoseparation) unterzogen wird. In ihrer 
Zusammensetzung sind derartige Praparate, wie 
Vorratslosungen oder auch Zubereitungen in 
Einzeldosis-Form, den oben beschriebenen 
Injektionspraparaten ahnlich; zweckroafligerweise wird 
aber die Wirkstof f menge bzw. -konzentration auf das 
Volumen des zu behandelnden Blutes bezogen. Je nach dem 
spezifischen Zweck betragt die geeignete Dosis etwa 
0,01 bis etwa 1,0 mg Wirkstoff/1 Blut, wobei die obere 
Grenze ohne Gefahr noch uberschritten werden darf. 

insbesondere betrifft die Erfindung die in den 
Belegbeispielen beschriebenen, fur die fur VAC-Proteine 
kodierenden DNA-Molekule , solche DNA-Molekiile 
enthaltende Expressionsplasmide , mit solchen 
Expressionsplasraiden transf ormierte Mikroorgansimen, 
monoklonale Antikorper gegen VAC, Hybridoma-Zellen, die 
solche Antikdrper produzieren, und Test-Kits fur 
immunoassays, die solche AntikSrper enthalten, die in 
den Beispielen beschriebenen Verfahren zu ihrer 
Herstellung und das in den Beispielen beschriebene 
Verfahren zur Herstellung von Proteinen/Polypeptiden 
mit VAC-Aktivitat mit Hilfe der transf ormierten 
Mikroorganismen, sowie die in den Beispielen 
beschriebenen neuen VAC-Verbindungen. 

Wird in der vorliegenden Anmeldung von 
vascular-antikoagulierenden Proteinen oder in der 
Kurzform VAC-Protein gesprochen, so bedeutet das wenn 
nicht anders angegeben, daB hiermit Polypeptide/ 



Proteine gemeint sind, die im wesentlichen die 
Eigenschaften aufweisen r die den Pcoteinen eigen sind, 
die in der EPA L81 465 etstmals beschrieben wurden. 
Diese Eigenschaften lass en sich durch die dott 
angegebenen Test- und Charakterisierungsverf ahren 
f eststellen und iiberprufen (VAC-Akt ivitat ) . 

Weiterhin fallen unter diese Definition auch die 
Polypeptide/Proteine, die Aggregationen wie 
beispielsweise Dimere, Trimere oder Tetramere 
darstellen, auch wenn diese in det aggregierten Form 
pec se nicht oder nur eingeschrankte biologische 
Aktivitaten aufweisen, unter der Voraussetzung, da6 
diese in vivo oder in vitro in zumindest eine aktive 
Komponente zu uberfiihren sind. 

Werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
Polypeptide/ Proteine erhalten, die per se niche oder 
nur eingeschrankte biologische Aktivitaten aufweisen, 
beispielsweise Fusionsproteine oder sogenannte 
"pro-drugs", Polypeptide/Proteine, die fur den Fachmann 
in an sich bekannter Weise in die aktiven Komponenten 
iiberfuhrbar sind, beispielsweise durch in vitro oder in 
vivo Prozessierung oder Polypeptide/Proteine, die erst 
in vivo ihre Aktivitat entfalten, so sollen auch diese 
unter die Definition vascular-antikoagulierende- , kurz 
VAC-Proteine gefaBt sein und damit zum Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung gehoren. 

Unter "Verbindungen mit VAC-Akt ivitatv werden auch 
solche, von den genannt-en transf or'mierten Wirtszellen 
exprimierte Polypeptide verstanden, welche eine 
VAC-Wirkung und eine positive Reaktion mit 
anti-VAC-Antikorpern zeigen und welche die 
Primarstruktur von VAC oder eine davon abgeleitete 
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Struktur aufweisen. Unter VAC-Vecbindungen mit einer 
von der PrimSrstruktur von VAC abgeleiteten Struktur 
werden modif izierte VAC-Verbindungen verstanden, wobei 
die Modif izierung in einer Verkiirzung der 
Primarstruktur des VAC, in einer Umordnung der 
Repeat-Struktur oder in einer Modif izierung , die zu 
einer Veranderung der Stabilitat bzw. Aktivitat fiihrt. 

VAC-DNA/Gen steht in der vorliegenden Erfindung fur die 
DNA-Molekule, die fur die oben definierten VAC-Proteine 
kodieren. 

Die folgenden Beispiele und Zeichnungen dienen zur 
Illustration der Erfindung und sollen sie in keiner 
Weise einschranken. 

Um die nachf olgenden Beispiele zu vereinf achen, werden 
oft wiederkehrende Methoden kurz beschrieben. 

Plasmide werden mit einem kleinen "p" bezeich.net, 
gefolgt von GroBbuchs taben und Ziffern. 
Ausgangsplasmide sind kauflich oder ohne Eins.chrankung 
offentlich erhaltlich. Sie konnen auch aus solchen 
Plasmiden mittels publizierter Methoden konstruiert 
werden. 

"Schneiden" oder "Verdauen" von DNA bezieht sich auf 
die katalytische Spaltung der DNA mittels 
Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzyme) an fur 
diese spezifischen Stellen, Restriktionsstellen 
genannt. Restriktionsendonukleasen sind kauflich 
erhaltlich und werden unter den von den Herstellern 
empfohlenen Bedingungen (Puffer, Rinderserumalbumin 
(BSA) als Tragerprotein, Dithiothreit (DTT) als 
Oxidationsschutz) eingesetzt. 
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Restriktionsendonukleasen werden mit einem 

GroSbuchstaben, meist gefolgt von Kleinbuchstaben und . 

normalerweise einer romischen Ziffet bezeichnet. Die 

Buchstaben hangen von dem Mikrooxganismus ab, aus dem 

die betreffende Restriktionsendonuklease isoliext '« 

wurde (z.B.: S'ma I: Sertatia marcescens). 

tfblicherweise wird etwa lug DNA mit einer oder 

mehreren Einheiten des Enzyms in etwa 20 v-1 

Pufferlosung g~eschnitten. Normalerweise wird eine 

Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37°C verwendet, kann 

aber laut den Verwendungsvorschrif ten des Herstellers 

variiert werden. Nach dem Schneiden wird manchraal die 

5 'Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer 

Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) entfernt. Dies dient 

zur Verhinderung einer ungewunschten Reaktion der 

spezifischen Stelle in einer nachf olgenden 

Ligasereaktion (z.B. Zirkularisierung eines 

linearisierten Plasmids ohrfe Insertierung eines 

zweiten DNA-Fragmentes) . Wenn nicht anders angegeben, 

werden DNA -Fragment e nach dem Schneiden mit 

Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht 

dephosphoryliert . Reaktionsbedingungen fur die 

Inkubation mit alkalischer Phospatase sind z.B. dem 

M13 Cloning und Sequencing Handbuch (Cloning and 

Sequencing handbook, Fa Amershara, PI/129/83/12) zu 

entnehmen. 

Nach der.lnkubation wird Protein durch Extraktion mit 
Phenol und Chloroform entfernt, und die DNA aus der 
waflrigen Phase durch Zusatz von ftthanol prazipitiert . 9 

"Isolierung" eines bestimmten DNA Fragments bedeutet « 
die Auftrennung der geschnittenen DNA auf einem z.B. 1% 
Agarosegel. Nach der Elektrophorese und dem 
Sichtbarmachen der DNA im UV-Licht durch Anfarben mit 
Athidiumbromid (EtBr) wird das gewunschte Fragment 



69 



anhand mitauf getragener Molekulargewichtsmarker 
lokalisiert und dutch weitece Elektrophorese an DE 81 
Papier (Schleicher und Schuell) gebunden. Die DNA wird 
durch Spiilen mit Niedrigsalzpuf f er (200 mM NaCl, 20 mM 
Tris pH=7,5, 1 mM EDTA) gewaschen und anschlieBend mit 
einera Hochsalzpuf f er (1 M NaCl, 20 mM Tris pH=7,5, 1 mM 
EDTA) eluiert. Die DNA wird durch Zusatz von Athanol 
prazipitiert . 

"Southern Analyse" ist jene Methode, durch die die 
Gegenwart eines bestimmten DNA-Fragments in einem 
DNA-Gemisch durch Hybr idisierung mit einer bekannten, 
markierten oiigonukleotidsonde oder einem markierten 
DNA Fragment nachgewiesen wird. Southern Analyse 
bedeutet im folgenden, so nicht anders spezif iziert , 
die Auftrennung des DNA Gemischs auf einem 1% 
Agarosegel, Denaturierung und Transfer auf 
Nitrozellulosefilter (Schleicher und Schuell, BA 85) 
mittels der Methode von E . Southern, J. Mol. Biol. 98 
(1978), pp. 503-517, und Hybridisierung wie beschrieben 
in R. Hauptmann et al., Nucleic Acids Res. 13 (1985), 
pp. 4739-4749. 

"Transformation" bedeutet das Einbringen von DNA in 
einen Organismus, so daS die DNA dort replizierbar ist, 
entweder extra-chromosomal oder als chromosomale 
integrante. Transformation von E.coli folgt der im M13 
Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing 
Handbook, Fa Amersham, PI/129/83/12) angegebenen 
Methode. 

"Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Analyse dec 
Nukleotidsequenz in einer DNA. Dazu wird die DNA mit 
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und die 
Fragmente in entsprechend geschnittene M13 m P 8 . mp9 , 
mpis oder mpl9 Doppelstrang DNA eingebracht, Oder die 
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DNA wird mittels Ultraschall, nachf olgender Reparatur 
der Enden und GrSBenselektion in Sma I geschnittene , 
dephosphorylierte M13 mp8 DNA (Shotgun Methode) 
eingebractit . Nach der Transformation von E.coli JM 101 
wird Einzelstrang DNA aus rekombinanten M13 Phagen 
entsprechend dem M13 Cloning and Sequencing manual 
(Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, 
PI/129/83/12) isoliert und nach der Sanger' schen 
Dideoxymethode (F. Sanger et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci- 74 (1977), pp. 5463-5467) sequenziert. Die 
Auswertung der Sequenzen erf olgt mittels der 
ursprunglich vori R- Staden entwickelten (R. Staden, 
Nucleic Acids Res. ' 10 (1982) , pp. 4731-4751) und von Ch. 
Pieler modif izierten (C. Pieler 1987, Dissertation, 
Universitat Wien) Computerprogramme. 

"Ligieren" beziebt sich auf den ProzeB der Bildung von 
Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden von 
Doppelstrang-DNA Fragmenten. tJblicherweise wecden 
zwischen 0,02 und 0,2 vg DNA-Fragmente in 10 ul mit 
etwa 5 units T4-DNA Ligase ("Ligase") in einer 
geeigneten Pufferlosung ligiert (T.Maniatis et al. , 
Molecular cloning, 1982, p. 474). 

"Preparation" von DNA aus Transf orraanten bedeutet die 
Isolierung der Plasmid DNA aus Bakterien mittels der 
alkalischen SDS Methode modif iziert nach Birnboim und 
Doly (T.Maniatis et al. , Molecular cloning, 1982, 
pp. 368-369) unter Weglassen des Lysozyms. Dabei werden 
die Bakterien aus 1,5 bis 50 ml Kultur verwendet. 

"Oligonukleotide" sind kurze polydesoxynukleotide , die 
chemisch synthetisiert werden. Dazu wurde der Applied 
- Biosystems Synthesizer Modell 381A verwendet. Die 
Oligonukleotide werden entsprechend dem Modell 381A 
User Manual (Applied Biosystems) auf gearbeitet und 
durch Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) gereinigt. 
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"Phosphorylieren" bedeutet die enzymatische 
Uebertragung des gamroa-Phosphatrestes aus ATP auf eine 
fteie 5'OH-gruppe einet Nukleinsaure, meist ein 
Oligonukleotid. In 10 ul LSsung werden bis zu 100 
pMol des Oligonukleotids mit 10 Einheiten T 4 
-Poly-nukleotidkinase in Gegenwart von 100 pMol ATP in 
geeigneter Puf ferlSsung (70 mM Tris, P H=7,6, 10 mM 
MgCl , 5 mM DTT) 30 Minuten bei 37 'C phosphocyliert . 
Die Reaktion wird meist durch 10 Minuten Erhitzen auf 
100'C gestoppt. 

Einige verwendete Abkurzungen sollen kurz erklart werden: 



bp: 
BSA: 
DTT: 
EDTA: 

SDS: 
Tris : 
Denhardt: 

LB: 

lx SSG: 
TE: 



Basenpaare 

Rinderserumalburain 

Dithiothreit 

Aethylendinitrilotetraessigsaure, 

diNatriumsalz 

Natriumdodecylsulf at 

Tris (hydroxymethyl )-aminomethan 

0,02% Ficoll, 0,02% Polyvinylpyrrolidon, 

0,02% BSA 

10 g/1 Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 5 g/1 
NaCl 

150 mM NaCl, 15 mM tr i-Natr iumcitrat , pH=7 
10 mM Tris pH=8,0, 1 mM EDTA 
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Verzeichnis der Abbildungen: 

0.1: Tryptische Fragmente aus Placenta-VAC 
0.2: HPLC der tryptischen Peptide aus Placenta-VAC 
0.3: HPLC der tryptischen Peptide aus Nabelschnur-VAC 
0.4: Gelpermeations-HPLC von Placenta- und 

Nabelschnur-VAC 
0.5: Reverse-Phase-HPLC von Placenta-VAC 
0.6: SDS-Gelelektrophorese von Placenta-VAC 
1: screening-Oligonukleotide EBI-386, -387 und -388 
2: screening-Oligonulcleotide EBI-118 und EBI-119 
3: Northern Blot Analyse mit VAC-alfa und VAC-beta cDNA 
4: VAC-alfa cDNA Sequenz 

5: Anordnung der Peptidsequenzen in der VAC-alfa cDNA 

abgeleiteten Aminosauresequenz 
6: Vierfach wiederholte Subsequenz im VAC-alfa Protein 
7: Vac-beta cDNA Sequenz 

8: Vierfach wiederholte Subsequenz im VAC-beta Protein 
9: Aminosaurezusammensetzung von VAC-alfa und VAC-beta 
10: Genomische Southern Blot Analyse mit VAC-alfa und 

VAC-beta cDNA 
11: Arainosaurevergleich von VAC-alfa mit VAC-beta 
12: Nukieotidvergleich zwischen VAC-alfajand -beta cDNA 
13: Hydrophilizitatsplot von VAC-alfa und VAC-beta 
14: Vergleich von VAC-alfa, VAC-beta, Lipocortin I und 
Lipocortin II 

15: Sequenz des Promotor- und Terminator Teils in pRH28< 
16: Konstruktion von pRH291 
17: Rons trukt ion von pP»H212 
18: KonstruJction von pRH292 

19:- SDS-Gelelekttophocese der expcimierten Pcoteine 

a) Coomassie Blau gefarbtes Proteingel 

b) Western Blot 

Legende: ft = Molekulargewichtsmarke 

+Phosphat = inhibition der VAC Expression 
-Phosphat = VAC Expression (pho Promotor 
induziert) 
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20: Reinigung von VAC-alfa; Coomassie Blau gefSrbtes 
SDS-Gelektrophorese-Gel 

Banden: 

1: roher Extrakt 

2: Ammoniumsulfatpellet (gel5st und dialysiert) 
12: 5 lig DEAE-FF-Sepharose Fraktionen 
1-11 

3: VAC-Pool nach DEAE-FF-Sepharose 

Chromatographie 
4: VAC-Pool nach Sephacryl-S 200 HR 

Chromatographie 
5: gereinigtes VAC nach Q-Sepharose-FF- 

Chromatographie 
6: gereinigtes, natiirliches VAC aus 

Human-Placenta 
7: Molekulargewichtsmarker (Pharmacia; 94kD, 

67kD, 431CD, 30KD, 201CD und 14kD) 
21: Sephacryl S-200 HR Chromatographie von 
vorgereinigtem r-VAC-a 

.22: Q-Sepharose-FF-Chromatographie von vorgereinigtem 
r-VAC-a 

23: Gelpermeations-HPLC von naturlichem VAC 

24: Gelpermeations-HPLC von rekombinantem VAC-a 

25: Reverse Phase HPLC von naturlichem VAC 

26: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC-a 

27: HPLC der tryptischen Fragmente aus naturlichem VAC 

28: HPLC der tryptischen Fragmente aus rekombinantem 
VAC-a 
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29: SDS-Gel von einem Vergleich zwischen naturlichem und 
rekombinantem VAC-a in An- Oder Abwesenheit von DTT 

30: SDS-Gel von recombinant em VAC-a in An- Oder 
Abwesenheit von DTT 

31: Western Blot Analyse von nattirlichem VAC und 
rekombinantem VAC-a 

32: Isoelektrische Fokussierung von naturlichem VAC und 
rekombinantem VAC-a 

33: Modif izierter Prothrombin Zeit Test mit naturlichem 
und rekombinantem VAC 

34: Thrombin Zeit Test mit naturlichem und rekombinantem 
VAC 

35: Faktor Xa. Bildung im Plasma durch naturliches und 
rekombinantes VAC 

36: Bindung von VAC an Phospholipid-Doppelschichten 
37: Konstruktion von pGN25 und pGN26. 

38: Reinigung von rekombinantem VAC 8; Coomassie Blau 
gefarbtes SDS-Gelelektrophorese-Gel . 

39: Reinigung von rekombinantem VAC B; in process 
Proben. 

40: Gelpermeation - HPLC von rekombinantem VAC 6. 
41: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC 8. 
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Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC 8. 
nach Inkubation. 

Aminosaureanalyse von rekombinantem VAC fl. 

N-terminale Sequenzierung von rekombinantem VAC 6. 

SDS-Gel von rekombinantem VAC 8 in An- oder 
Abwesenheit von DTT. 

Isoelektrische Fokussierung von rekombinantem VAC 8. 

Effekt von VAC-a und VAC-8 auf die Prothrorabinase 
Aktivitat. Prothrombin Aktivierung wurde in 
Anwesenheit variierender Mengen VAC-a (o) oder 
VAC-8 ( ) wie beschrieben gemessen. 

Effekt von VAC-a auf die Phospholipase A 2 
Aktivitat . 

Phospholipase A £ Aktivitat wurde wie beschrieben 
bestimmt. VAC-a induzierte Inhibition wurde 
entweder bei 13,2 vM Phospholipid o (offene 
Kreise) oder bei 6,6 vM Phospholipid gemessen 
(ausgeftillte Kreise). 

Effekt von VAC-8 auf die Phospholipase A 2 
Aktivitat. 

Die Bestimmung der % Inhibtion erfolgte wie 
beschrieben. Inhibition wurde entweder bei 13,2 
vlM Phospholipid o (offene Kreise) oder bei 6,6 
Phospholipid gemessen (ausgeftillte Kreise). 
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50: Auswirkung von Ca auf die VAC-a induzierte 

Inhibition dec Phospholipase Aktivitat. 

Die Inhibition wurde bei 6,6 uH Phospholipid und 

1 mM (of fener Kreis) , 0,5 mM (ausgef ullter Kreis), 

•»-+ 

0,1 mM (offenes Quadrat) oder 0,05 mM Ca .. * 4 

(ausgef iilltes Quadrat) bestimmt. 

51: Auswirkung von Ca ++ auf die VAC-3 induzierte 

•Inhibition der Phospholipase Aktivitat. Die 

Inhibition wurde bei 6,6 \M Phospholipid und 1 mM 

(offener Kreis), 0,5 mM (ausgefullter Kreis), 

++ 

0,1 mM (offenes Quadrat) oder 0,05 mM Ca 
(ausgef iilltes Quadrat) bestimmt. 



» 
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Bpispiel O 

Das aus Nabelschnurgef aSen und/oder Placenta isoliette 
und gereinigte Material wurde mit Hilfe einer 
Reverse-Phase HPLC nachgereinigt . 

Stationare Phase: Baker bond WP-RP 18, 4.6x250 mm,. 5um 

Teilchen, 300 A Poren .-. 

Mobile Phase A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser, pH 

2,2 

Mobile Phase B: 0,1% Trif luoressigsaure in Acetonitril 

Gradient: 20-68% B in 24 min 

FluB: 1 ml/min 

Detektion: UV, 214 nm 

AnschlieBend an diese Reinigungsstuf e wurden beide 
Materialien, jeweils die Substanz, die das 
Molekulargewicht 32.000 aufwies, mit Trypsin verdaut. 



Reakt ions bed ina unaen: 

30 ug VAC aus Placenta in 135 ul 0,15 I 

NH 4 HC0 3 , pH 8,0 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington) 

6 stunden bei 37°C 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington), 

iiber Nacht bei 37°C 

30 v-g VAC aus Nabelschnur in 100 ul 1* 
NH HCO,, pH 8,0 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington) 

6 Stunden bei 37°C 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington), 
uber Nacht bei 37°C 
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Die erhaltenen Bruchstticke wurden mit Hilfe von HPLC 
aufgetrennt und einer Sequenzierung mit einem 
Gasphasensequenator Typ 470A von Applied Biosystems, 
Programm 02 RPTH zugeftthrt. 

HPLC-Trennbedinaunoen: 



Stationare Phase: 

Mobile Phase A: 

Mobile Phase B: 

Gradient: 
FluS : 

Detection: 



uBondapak C18, 3,8x300 mm, 
10 y. Teilchen" 

0,1% Trif luoressigsaure in Wasser, 
pH 2,2 

0,1% Trif luoressigsaure in 
Acetonitril 
0-55% B in 55 min 
1 ml/min 

UV, 214 nm (obere Spur) 
280 nm (untere Spur) 



Neben dem tryptischen Verdau wurde das iiber 
Reverse-Phase-HPLC gereinigte Material auch noch einer 
BrCN-Spaltung unterzogen. Auch dies e Spaltpeptide 
wurden sequenziert und mit den Daten der Peptide aus 
dem tryptischen Verdau verglichen. 



BrCN-Spaltuna: 

111 vg uber RP-HPLC gereinigtes VAC wurden in 111 
ul 70% Ameisensaure gelost. Diese enthielt bereits 
den 250- fachen molaren OberschuB an BrCN (90 ug) . 
Die Inkubation erf olgte im Dunkeln, 17 Stunden bei 
Raumtemperatur. 100 ul wurden fur die 
HPLC-Auf trennung verwendet. 
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HPLC-Saule: uBondapak C 18 

Mobile Phase A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser 

Mobile Phase B: 0,1% Trif luoressigsaure in 

Acetonitril 

Gradient: 0 - 70% B in 70 min 

FluB: 1 ml/min 

4 Detektion: UV. 214 und 280 nm 



Ein Vergleich der hiermit erzielten Ergebnisse sowie 
die Analyse mittels Gelpermeations-HPLC und 
SDS-Gelelektrophorese belegt die Identitat von VAC aus 
Placenta und VAC aus Nabelschnur 



flelperme arions HPLC: 

Stationare Phase: Waters 1-125, 7,8x600 mm, 10 V m 

Teilchen 

Mobile Phase: 0,5M Na 2 S0 4 , 0,02 M 

Na P0 4 , pH 7,0, 25% 
Propylenglykol, 0,04% Tween 20 

FluB: 0,5 ml/min 

Detektion: UV, 214 nm 



sps-Gelei ektroph orese 

SDS-Gel: 15 % 
Gelstarke: 0,7 mm 

Elektrophoresebedingungen: 20 mA/Platte. 2-3 Stundea 

Lauf zeit 

Farbung: Coomassie Blue 

PEOb en: :8 ™ VAC aus Nabelschnuc bzw * 

:7 ug VAC aus Placenta 
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Beispiel 1 

Herstellunc einer humanen plazentalen cDNA-Bibliothek 

a) Gesamt-RNA IsoTierung-'aus Plazenta 

GT: 5 M Guanidiniura-Thiocyanat , 50 mM Tris 

pH=7,4, 25 mM EDTA. Vor Gebrauch 8%(v/v) 
beta-Mercaptoathanol zusetzen. 20 ml GT 
werden 5. bis 10 Minuten vor Gebrauch auf Eis 
gektihlt, GT soli dabei nicht prazipitieren. 

GH.: 6 M Guanidium-Hydrochlor id , 25 mM EDTA, 10 

mM beta-Mercaptoathanol/ pH= 7,0. Eisktihlen. 

lg tief gef rorene und mechanisch pulverisierte Plazenta 
werden in 20 ml GT (0°C) 20 Sekunden mit maximaler 
Geschwindigkeit mit einem Polytron (Brinkmann) gemixt. 
Das Volumen des Homogenats wird bestimmt, in 0,3 vol 
Athanol (-20°C) gegossen, gemischt und sofort bei 
12000 rpm 5' bei -10°C (Beckman JA 21 Zentrifuge, 
JS13.1 Rotor) zentrifugiert. Ein eventueller 
Proteinfilm sowie der Uberstand werden" entfernt . 10 ml 
eiskaltes GH werden dem Pellet zugesetzt und 10 
Sekunden mit dem Polytron homogenisiert . Die 
Suspension wird 5 Minuten' bei -10°C und 12000 rpm 
zentrifugiert. Der uberstand wird in ein steriles 
Cocexrohrchen transf eriert , das Pellet verworfen. Zum 
Uberstand werden 0,025 vol 1 M Essigsaure und 0,75 vol 
kalter Athanol (-20°C) zugesetzt und gut durchmischt. 
Nach ca.2 Stunden Inlcubation bei -20°C wird 10 Minuten 
bei 6000 rpm bei -20°C (JA20 Rotor) zentrifugiert. Der 
Proteinfilm und der Uberstand werden sorgfaltig 
entfernt. 2 ml GH (0°C) werden zum Pellet zugegeben. 
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das Pellet resuspendiert , und die Suspension in ein 
15ml Corexrohrchen transf eriert . Hit weiteren 8ml GH 
wird das alte CorexrShrchen nachgespiilt. die LSsung 
mit den 2ml vereint. Es ist wichtig, da6 das gesamte 
Pellet suspendiert ist, eventuell ist durch mildes 
Sonikieren nachzubehandeln. 0,025 vol 1 M Essigsaure 
und 0,5 vol kalter Athanol (-70-C) werden zugesetzt 
und ca. 2 Stunden bei' -20"C inkubiert. Zentrif ugation 
(6000 rpm, io min, JA20 Rotor), Losen und 
Prazipitieren werden zweimal wiederholt, wobei die 
totale GH-Menge auf 5 ml halbiert wird. Nach der 
letzten Zentrif ugation soil kein Proteinfilm mehr iiber 
der Losung sichtbar sein, sonst ist dieser 
Reinigungsschritt zu wiederholen. Das Pellet wird mit 
5 ml Diathylpyrocarbonat behandeltem Wasser (0°C) 2 
Minuten gevortext. Die klare Losung wird dekantiert, 
zu dem eventuell zuriickbleibenden Pelletresten wird 
nochmals Wasser gegeben und gevortext, bis die Losung 
klar ist. Durch Zusatz von 0,1 vol 3 M Na-Azetat 
(pH-5,8), 2,5 vol Athanol und 1 Stunde Inkubation bei 
-70*C wird die RNA 10 Minuten bei 6000 rpm bei 4°C 
abzentrifugiert. Losen und prazipitieren wird einmal 
wiederholt. Letztendlich wird die RNA in Aethanol bei 
_20°C aufbewahrt. 

^)I12JLZr■ a " > ' - RNA Iso lierung 

0,5 mg oligo dT-Zellulose (Collaborative Research, Typ 
3 ' ( Bindungskapazitat: 5 mg poly-A + -RNA/g ) werden im 
Bindungspuffer suspendiert (200 mM NaCl, 0,2 % SDS, 
10 mM Trie. pH=7,4, 1 mM EDTA) . 1 ml dieser Suspension 
wird in eine Saule pepackt und nacheinander mit 10 ml 
Wasser, 10 ml 0,1 N NaOH, 10 ml Wasser und letztlich 
mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen. Die Gesamt-RNA 
wird aus der alkalischen Losung durch Zentrif ugieren 
(10 Min., 6000 rpm, JA20 Rotor pelletiert. Ca. 10 mg 
RNA werden in 4,5 ml Wasser gelost. Nach Zusatz von 
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50 ul 2% SDS wird die Losung 3 Min. auf 70°C erhitzt 

und unmittelbar auf Eis gektihlt. Nach dem Zusatz voa 

50 Ml 1M Tris (pH=7,4), 10 vl 0,5 M EDTA und 200 

ul 5 M NaCl wird die Losung sof ort auf die Saule 

aufgetragen. Die aus der Saule tropfende Losung wird * 

wieder auf die Saule aufgetragen. Diese Prozedur wird 

insgesamt dreimal wiederholt. AnschlieBend wird die 

Saule mit 30 ml Bindungspuf f er gewaschen. Die 

gebundene RNA. wird rait 5 ml 0,2% SDS eluiert. Die 

Saule wird mit 10 ml Wasser, 10 ml 0,1 N NaOH und 10 

ml H 2 0 gewaschen und mit 10 ml Bindungspuf fer 

aquilibriert. Die RNA Losung wird nochmals 3 Minuten 

auf 70°C erhitzt, rasch auf Eis abgekiihlt, 50 ul 1 M 

Tris pH=7,4, 10-wl 0,5 M EDTA und 200 lil 5 M NaCl 

zugesetzt und auf die Saule aufgetragen. Die 

durchlauf ende Losung wird insgesamt dreimal auf die 

oligo-dT Saule aufgetragen. Nach dem Waschen wird die 

RNA mit 30 ml 0,2% SDS eluiert. 

Durch Zugabe von 0,1 vol 3M Na-Azetat pH=5 , 6 und 2,5 
vol Aethanol sowie Inkubation bei -20°C (16 Stunden) 
wird die RNA ausgef allt Die RNA wird abzentrifugiert 
(10 000 rpm, 15 Min., JA-20 Rotor) und in Wasser mit 
einer Kohzentration von 1 ug/ul gelost. 

c> Konstruktion der Lambda-g tlO cDNA Bibliothek 

Die Synthese dex cDNA, das Methylieren der internen 
EcoRI-Stellen, das Anbringen von EcoRI Linkern, das * 
Nachschneiden mit EcoRI, die Abtrennung der kurzen * 
DNA-Fragmente, das Ligieren mit den Lambda-gtlO Armen « 
und das in vitro Verpacken der ligierten DNA erfolgte 
mit dem cDNA Synthese System von Amersham (RPN 1256) 
sowie dem cDNA Kloniersys tem Lambda-gtlO (Amersham, 
RPN 1257) . Die beigefiigten Arbeitsvorschrif ten wurden 
genau eingehalten. . Ausgehend von etwa 3 ug wurden 
mRNA letztendlich ca. 0,5x10 rekombinante 
Lambda-gtlO Phagen erhalten. 
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Reispiel 2 

pdma Tsolierung 

a) Durchsuchen der Lambda-qtlQ Bibliothek mit 
oiiaonukleot iden 

Zum Durchsuchen dec cDNA-Bibliothek nach fur 
VAC-protein kodierender cDNA wurden entsprechend der 
Sequenzen des tryptischen Peptides P16/II zwei und des 
Staph A Peptides P20/I/6 ein Oligonukleotid 
synthetisiert (Fig.l). Diese oligonucleotide stellen 
jeweils eine Mischung aller Varianten dar, die jede 
Kodierungsmoglichkeit der entsprechenden mRNA 
berucksichtigen. EBI-386 weist bei einer Kettenlange 
von 20 Nukleotiden 512 Variationen auf und paBt zu dem 
Staph-A Peptid P20/I/6. Urn die Variation bei dem 
Oligonukleotid fur das tryptische Peptid P16/II 
niedriger zu halten, wurden zwei Oligonucleotide 
(20-mere) synthetisiert: EBI-387: 128 Variationen, 
EBI-388: 64 Variationen. 

Weiters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/I 
passend zwei Oligonucleotide unter Verwendung von 
Desoxyinosin als Base bei "Wobble" Positionen 
synthetisiert (Fig. 2): EBI-118 und EBI-119. Diese 
Substitution wurde von E . Ohtsuka et al., J. Biol. 
Chem. 260/5 (1985), P P . 2605-2608 , sowie Y. Takahashi et 
al., Proc. Nat. Acad. Sci. (1985) pp. 1931-1935 , 
beschrieben. Inosin basenpaart gut mit Cytosin, stort 
jedoch kaum die Ausbildung der Doppelhelix, wenn andere 
Nucleotide als Partner angeboten werden. 

Jeweils 60 pMol jedes Oligonukleotids wurden mit 60 
pMol gamma- 32 P-ATP (Amersham, PB 218, 5000 Ci/mMol) 
in 30 Ml Losung unter Verwendung von 20 Einheiten 
T, Polynukleotidkinase phosphoryliert . Die LSsung 
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enthielt 70 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl 2 und 5 mM DTT, 
die Inkubationsdauer betrug 30 Minuten. Durch Zugabe 
von 30 mM EDTA und 5 Minuten Erhitzen auf 70°C wurde 
die ReaJction gestoppt. Das markierte Oligonukleotid 
wurde durch Saulenchromatographie tiber Biogel P6DG 
(Biorad) von nicht eingebauter Radioakt'ivitat getrennt. 
Pro Oligonukleotid wurden zwischen 70 : und 110x10 cpm 
Phosphor-3 2 eingebaut. 

Je 15 pMol EBI-118 und EBI-119 wurden in 90 v.1 unter 

32 

Einsatz von 45 pMol gamma- P-ATP (Amersham, PB 218, 
>5000 Ci/mMol) mit 10 Einheiten 
T -Polynukleotidkinase phosphoryliert und 
anschlieflend uber Biogel P6DG gereinigt. Insgesamt 
wurden 70xlO 6 cpm Phosphor-32 eingebaut. 

Ungefahr l,2x!0 6 pfu (Plaque forming units) 
rekombinante Phagen einer humanen, plazentalen cDNA 
Bibliothek im Phagen Lambda-gtlO wurden verwendet, urn 
E.coli C600 zu infizieren. Etwa 50.000 Phagen wurden pro 
13,5 cm Petrischale plattiert (LB, 10 mM MgS0 4 , 15 g/1 
Bacto-Agar). Nachdem die Plaques fast konfluent waren, 
wurden von jeder Platte 2 -Abziige auf 
Nitrozellulosef ilter hergestellt (Schleicher und 
Schuell, BA 85) (T. Maniatis et al". , Molecular Cloning, 
1982, pp 320-321) . 

Die Filter wurden 3x20 Minuten in TE bei 100°C behandelt 
und anschlieflend viber Nacht bei 65°C gewaschen: 
Waschlosung: 50 mM Tris pH=8 

1 M NaCl 

1 mM EDTA 

0,1% SDS 
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Danach wurden die Filter 4 Stunden bei 49°C 
prahybridisiert : 

PrahybridisierlSsung: 
6 x SSC 

5 x Denhafdt 
0,1% SDS 

1 mM Na-Pyrophosphat 
50 mM NaH 2 P0 4 pH=6,5 
100 uM ATP 

80 ug/ml denaturierte Hering Sperm DNA 

Die Hybridisierung erfolgte in der gleichen Losung. unter 
Einsatz der gesamten Menge markierter Oligonucleotide. 
Die doppelten Abzuge der Platten 1 bis 6 wurden mit 
EBI-386, jene der Platten 7-12 mit EBI-387 und EBI-388 
16 Stunden bei 49°C hybridisiert . Die Abzuge der Platten 
13-24 wurden 16 Stunden mit EBI-118 und EBI-119 bei 37°C 
hybridisiert. Nach erfolgter Hybridisierung wurden die 
Filter zweimal mit 6x SSC/0,01% SDS gespult, 2 x 30 
Minuten bei Raumtemperatur mit 6x SSC / 0,01% SDS und 3 
x 20 Minuten in der gleichen LSsung bei 49-C .bzw. 37°c 
gewaschen. Nach dem Luf ttroclcnen wurden die Filter an 
Kodalc X-Omat S Film bei -70°C unter Verwendung einer 
Verstarkerfolie exponiert. 

Lambda-Phagen, die auf beiden Filtern Hybridisierung mit 
dem oiigonukleotid zeigten, wurden unter Verwendung 
desselben Hybridisierungsprotokolls zur Homogenitat 
gereinigt . 

Aus der Hybridisierung mit EBI-386, -387 und -388 
resultierten die Phagen Lambda-Pll/3 , Lambda-P6/5, 
Lambda-P6/6. Die Hybridisierung mit EBI-118 und -119 
resultierte in den Phagen Lambda-Nrl5 , Lambda-Nrl9 und 
Lambda-Nr22 . 
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b) Isolierunq der cDNA Inserts 

6 

E.coli C 600 wurde. mit 2,5 x 10 pfu (Plague forming 
units) Phagen infiziert und mit 6 ml Topagarose (0,7 % 
Agarose, 10 mM MgS0 4 , LB) auf 13,5 cm Agarplatten (LB, 
10 mM MgS0 4 , 1,5% Agarose, 0,2% Glukose) plattiert. 
Nach 5 1/2 Stunden Inkubation bei 37°C waren die Plagues 
konfluent. Die Platten wurden 30 Minuten bei 4°C gekuhlt 
und die Agarose mit 10 ml Lambda-Diluent (10 mM Tris, 
pH=8, 10 mM MgS0 4 , 0,1 mM EDTA) tiberschichtet . Die 
Phagen wurden liber Nacht bei 4°C unter leichten 
Schtitteln eluiert- Die iiberstehende Phagensuspensio'n 
(ca. 8 ml) wurde in Corexrohrchen transferiert und 10 
Minuten bei 15.000 rpm (4°C, JA 21 Zentrifuge) 
zentrifugiert. Der ttberstand wurde in. 
Polycarbonatrohf chen dekantiert und bei 50.000 rpm 
(20°C, L70 Beckman-Zentrifuge, 20°C, 50 Ti Rotor) bis 

7 10 

omega t = 3x10 (ca 23 Minuten) zentrifugiert. Die 
pelletierten Phagen wurden nach Entfernen des 
u-berstandes in 0,5 ml Lambda-Diluent resuspendiert und 
in Eppendorf Rohrchen transferiert. Die suspension wurde 
durch kurzes Zentrif ugieren von nichtsuspendierten 
Teilchen befreit, der Uberstand in ein neues RohEChen 
gefiillt. Nach Zusatz von 10 ug/ml RNaseA und 1 v-g/ml 
DNase I wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe 
von 25 mM EDTA, 25 mM Tris, pH=8,.0,2% SDS wurde 30 
Minuten bei 70°C inkubiert. Als nachstes wurde 1 vol 
Phenol/Chloroform (1:1) zugegeben, und Proteine durch 
Kippen des RShrchens extrahiert. Nach 2 Minuten 
Zentrifugation in der Eppendorf zentrifuge wurde die 
waBrige Phase mit 1 vol Chloroform extrahiert (nur 
Kippen, nicht Vortexen) . Nach der Phasentrennung durch 
Zentrifugation wurden dem Ueberstand 1/20 vol 3 M 
Na-Azetat und 1 ml At ha no 1 zugesetzt. Dabei fiel die 
Phagen DNA fadenf ormig aus. Nach 5 Minuten Inkubation 
bei 0°C wurde die DNA abzentrif ugiert (10 Minuten). Das 
Pellet wurde einmal mit 70 % Athanol gewaschen, 
getrocknet und tiber Nacht in 50 ul TE gelost (.4°C). 
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Die DNAs wurden mit EcoRI gescnnitten und die 
entstenenden Fragmente auf einem 1% Agarosegel getrennt. 
Die cDNA Inserts der Klone Lambda-Pll/3 , Lambda-P6/5 und 
Lambda-P6/6 hatten GroBen von etwa 1300 bis 1400 bp. Die 
Sequenzanalyse zeigte, da8 alle drei Klone von ein und 
.derselben mRNA abgeleitet waren. Das 5'Ende der mRNA 
fehlte jedoch in den cDNAs . Die Inserts der Phagen 
Lambda-Nrl5, Lambda-Nrl9 und Lambda-Nr22 hatten Langen 
von ca. 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse lieB 
eine annahernd vollstandige cDNA vermuten. 
Die cDNAs der beiden Phagengruppen Lambda-Pll/3 , 
Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 sowie Lambda-Nrl5, 
Lambda-Nrl9 und Lambda-Nr22 sind von zwei verschiedenen 
mRNAs abgeleitet, wie .die nachfolgende Sequenzanalyse 
ergab. 

Die EcoRI inserts der drei Klone Lambda-Pll/3, 
Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 wurden + isol iert und in den 
EcoRI-gescnnittenen Bluescribe M13 Vektor ligiert 
(Vector Cloning Systems, 3770 Tansy Street, San Diego, 
CA 92121, USA). Die resultierenden Klone wurden P P6/5, 
pP6/6 und pPll/3 genannt. 

Die EcoRI inserts der drei Klone Lambda-Nrl5, 
Lambda-Nrl9 und Lambda-Nr22 wurden + isoliert und in den 
EcoRI-gescnnittenen Bluescribe M13 Vector ligiert. 
Die resultierenden Klone wurden pRH201, pRH202 und 
pRH203 genannt. 

^ r.H^r» MAC cD NA Klone 

Um veitere cDNA Klone zu erhalten. wurde die humane 
piazentale Lambda-gtlO Blblioth.* noch.als durchsucht. 
alesmal .It de* EcoRI-Insecc des pPll/3 els Sonde. 
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Dieses DNA-Fragment wurde durcti Nicktranslation 
radioaktiv markiert (T.Maniatis, Molecular Cloning, 
1982, pp. 109-112, keine DNase I verwendet). Insgesarat 
wurden 4x10* Phagen auf 8 Platten durchsucnt. Die 
Behandlung der Nitrozellulosef ilter erfolgte wie in 
T.Maniatis, Molecular Cloning, 1982, pp. 320-321 
beschrieben 1 . Die Hybridisierungslosung enthielt 6xSSC, 
5x Denhardt's, 0,1% SDS sowie 20x10 cpm pPll/3 
Insert. Die Hybridisierungsdauer betrug 16 h bei 65°C. 
Die Filter wurden danach 3x10 Minuten bei Raumtemperatur 
mit 6xSSC/0,0l% SDS und 3x45 Minuten bei 65°C und mit 
0,2xSSC gewaschen. Insgesamt wurden 69 positiv 
reagierende Klone erhalten (Lambda-VACl bis 
Lambda-VAC69) . 

12 dieser Klone wurden im kleinen MaBstab wie oben 
beschrieben prapariert, die cDNA Inserts mit Sco HI 
freigesetzt und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt. 
Dabei zeigte sicb, dafi das Insert des Klons Lambda-VACIO 
den gesaraten fur VAC Protein kodierenden Leserahmen 
enthalt. 

Beispiel 3 

CharakterVsieruno: der cDNAs lcodierend fur VAC-alfa und 
VAC-beta 

a^ Northern Blot E xperiment 

Zu 2 ng poly-A + RNA wurden 5 vl Wasser, 16 v.1 
Formamid, 6 vl Formaldenyd und 3 v.1 0,1 M NaOH 
zugesetzt, die Losung 10 Minuten bei 68»C inkubiert und 
anschlieBend auf Eis gekiihlt . Nach Zusatz von 5 vl 
Farbstoff losung (je 0,4% Bromphenolblau und Xylencyanol 
in 50% Glyzerin, -1 mM EDTA) wurde die RNA auf einem 
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Formamid-Agarosegel aufgetrennt (1,5% Agarose, 10 mM 
Na-Fhosphat pH=7,6, 1 mM EDTA, 5 mM Na-Azetat, 6% 
Formaldehyd, Elektrophorese 100 V, 3 Stunden, 
Laufpuffer wie Gelpuffer, ohne Formaldehyd). Als 
Referenz.. wurde Gesamt-RNA auf getragen. Diese Spur wurde 
nach'der Elektrophorese abgetrennt und mit EtBr 
angefarbt, um die Lage der 28 und 18 S rRNA zu 
bestimmen. Der Rest des Gels wurde zweimal 10 Minuten 
in 10XSSC gewaschen, und die RNA mit 20XSSC auf 
Nitro-zellulosefilter Ubertragen. Das Filter wurde mit 
2XSSC gewaschen, getrocknet und 2 Stunden im Vakuum bei 
80»C gebacken. Jewells 1 ixg pPll/3 und pRH203 wurden 
mit dem Multiprime DNA labelling System (Amersham, RPN 
1601) radioaktiv markiert. Das Nitro-zellulosefilter 
wurde 2 h bei 65»C in 6xSSC/5x Denhardt • s/0 , 1% SDS 
prahybridisiert. Jeweils eine Spur wurde mit 
180X10 6 cpm pPll/3 bzw. PRH203 hybridisiert (16h 
65°C). Die Filter wurden zweimal 30 Minuten bei 
Raumtemperatur mit 6xSSC/0,01% SDS und zweimal 30 
Minuten bei 65°C mit 0 , 2xSSC/0 , 01% SDS gewaschen, 
getrocknet und an Kodak X-Omat S Film mit 
Verstarkerfolie exponiert. 

Das Ergebnis ist in Fig. 3 abgebildet. Die cDNA des 
Klons PPll/3 hybridisiert an eine mRNA der Grofle von 
etwa 1700 Basen ("VAC-alpha" ) , die cDNA des Klons P RH 
203 an eine mRNA der GroBe von etwa 2200 Basen 
("VAC- beta" ) . 

Da erstens die eingesetzte Radioaktivitatsmenge sowie 
die autgetragene Menge mRNA pro Spur etwa gleich war 
und zweitens die Hybtidisierun, eines Genom-Blots in 
derselben Ldsung Banden gleicner Intensity mit beiden 
cDNAs ergab (siebe unren, . ist zu scbiieBen. daB die 
Ui,.c. mRNA <»VAC-alfa»> in groBeren Mengen als die 
langere ( "VAC-beta" ) mRNA in Plazenta vertreten ist. 
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M Seauenzanalvse der VAC-alfa cDNA 

Die cDNA Klone pP6/5, pP6/6 und pPll/3 wurden total, 
sowie die der Klone Larabda-VACl bis -12 partiell 
sequenziert. Das Resultat ist in Fig. 4 abgebildet. Es 
wurden insgesamt 1465 Basen sequenziert. Die cDNA weist 
einen langen, offenen Leserahmen auf, der fur 3 20 
Aminosauren kodieren kann. Wird die DNA Sequenz in eine 
Aminosauresequenz iibersetzt, so konnen alle 
sequenzierten Peptide in dieser Sequenz untergebracht 
werden (Fig. 5). Es handelt sich daher bei dieser cDNA 
urn jene, deren korrespondierende raRNA fur VAC-protein 
kodiert. Da die Sequenzen der zweiten isolierten cDNA 
(siehe unten) fur ein ahnliches, aber von VAC 
verschiedenes Protein kodiert, wird hier der Name 
VAC-alfa eingefuhrt. 

Dem ersten ATG-Codon (Basen 35-37) gent im selben 
Leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 30 bis 38 
erfullen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak, Nature 
308 (1984), pp. 241-246), die die Konsensussequenz in 
der Nahe des Translationsstartcodons mit CC(A/G)CCAUGG 
angibt, die entsprechende Sequenz hier lautet 
TCGCTATGG. Die 3* nichttranslat ierte Region ist 471 
Basen lang. 15 Basen vor Beginn des poly-A Abschnitts 
befindet sich die Polyadenylierungssequenz AATAAA 
(N.J.Proudfoot et al.. Nature 263 (1976), pp.. 211-214) 
Wird eine Kettenlange von 150 bis 200 Basen fur den 
Poly-A Abschnitt der mRNA gerechnet, betragt die 
Gesamtlange der mRNA auf Grund der cDNA Sequenz 
1600-1650 Basen. Da im Northern Blot Experiment ein 
hoherer Wert bestimmt wurde, ist die 
5'nichttranslatierte Region in keiner cDNA komplett 

• enthalten. 
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Die cDNA des Klons PP6/5 weist im Gegensatz zu alien 
anderen cDNA Klonen an Position 100 C start A auf. 
Dadurch wilrde sioh das Triplett 98-100 (22. Codon) von 
GAA nach SAC andern und fur Asp anstelle von Glu 
kodieren. Diese Abveichung kann mentete Ursachen haben: 
a) die Reverse Transcriptase baute sin falsches 
Nukleotid ein. b) es handelt sich um die Transktipte 
zweier alleler. an dieser Stall, verschiedener Gene 
Oder c) es gibt zwei nioht allsle Gene, die sich an 
dieser Position untersoheiden. 

Der lange. offene Leserahmen kodiert fUr ein Protein 
mit 320 Aminosauren. von dem das Met-1 wahrsoheinUeh 
abgespalten, und das tolgende Alanin an der 
Aminogruppe, m8,licherweise durcb Aoylierung. «°<*"» 
„ird. Das errechnete Molekulargewioht betrSgt 35.896 D 
una ist hbher als der Wert nacb .SDS-PAGE . Allerdings 
ist der Anteil geladener Aminosauren (Asp. Glu. Lys, 
Arg His) mit 30.6 % (98/320) tiberdurchschnictlich hooh 
verglichen mit dam durcbschnlttlichen Wert von 25.1 X. 
Dies wlicde das veranderte wanderungsverhalten des 
Proteins bei der SDS-PAGE erklaren. Innerhalb der stark 
,eladenen Aminosauren uberwiegen die sauren Amrnosauren 
(».» und Glu) mit 54 gegenttber den basisehen (Lys und 
Arg) mit 41. Dies etkiart den sauren. isolektrisohen 
Puakt des VAC-aUa Proteins (pl-4.4 bis 4,8, VAC-alfa 
entbalt nur ein Mr Cystein codierendes Triplett 
(Aminosaure-Position 316); eine typische 
N -Glykosilierungsstelle (Asn-XXX-Set/Thr, x.t mett 
vorhanden. Eine strukturanalyse der ^^^s 
(m odifiziert nacb Pustell. J et al.. Nuclei Acxds Res. 
10 (1982, PP 4765-4782, ergibt eine vierfache 
wiedetholun, einer 67 Aminosaure langen 
(Pig. 6). im tolgenden "Repeats", genannt . Innerha lb 
dieser Seguenz sind 7 Aminosauren (10.4 »> » •»•» 

irnnserviert, 15 Aminosauren (22,4 %) 
vier Repeats Konsetviet <- . 
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kommen in drei yon vier Repeats voc, an 28 Positionen 
(41,8 %) enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe 
Aminosaure. 

Bin Vergleich mit publizierten Literaturdaten 

(M.J.Geisow, FEBS Letters 203 (1986), pp. 99-103, 
M.J.Geisow et al., TIBS 11 (1986), pp. 420-423) ergab 
iiberraschenderweise, daB VAC-alfa damit zu einer. 
grb*Beren Gruppe Ca ++ abhangiger 

Phospholipidbindungsproteine gehort. Es wird eine 
Konsenussequenz beschrieben 

(Lys-Gly-fob-Gly-Thr-Asp-Glu-var-var-Leu-Ile-fil-Ile-Leu- 
Ala-fob-Arg; f ob=hydrophob, f il=hydro-phil , 
var=variabel), die an der Ca ++ Bindung beteiligt sein 
konnte (M.J.Geisow et al., Nature 320 (1986), pp. 
636-638). Diese Sequenz findet sich in jeder der vier 
wiederholten 67 Aminosaure langen Subsequenzen der 
erfindungsgemaBen;Proteine (Fig. 6). Auffallig ist auch 
der 6 Aminosauren lange Abschnitt am Ende jeder Repeat, 
der fast auBchlieBlich aus hydrophoben Aminosauren 
besteht ("oooooo" in Fig. 6). 

c) SMuenzanalvse der vac^beta cDNA 

Die VAC-beta cDNA Sequenz der Klone Nrl5, Nrl9 und Nr22 
ergab 1940 bp und geht in einen poly-A Abschnitt iiber 
(Fig. 7). 16 Basen vor dem poly-A Abschnitt findet sich 
das Polyadenylierungssignal AATAAA. Allerdings kommt 
diese Konsenussequenz bereits an der Nukleotidposition 
1704-1709 vor. Weshalb diese Sequenz nicht als 
Polyadenylierungssignal verwendet wird. isc unbekannt. 
Die zusatzlich erf orderliche Sequenz an der 3 ■ Seite der 
AATAAA Sequenz, YGTGTTYY (Gill A. et al., Nature 312 
(1984), pp. 473-474) kommt erst relativ weit entfernt 
vox (TGTGTTAT, Position 1735-1742); moglich, daB dies 
die Erklarung fur ein Nichtakzeptieren dieser ersten 
Polyadenylierungssequenz darstellt. 
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Die cDNA enthalt einen langen, offenen Leserahmen, der 
vom Beginn der cDNA bis Position 1087 reicht. Er wiirde 
ein Kodierungspotential fur 362 Aminosauren beinhalten. 
Aus Analogiegriinden zu VAC-alfa und aufgrund der 
Tatsache, da8 auch ..ein 34.000 D Protein bei der 
Reinigung von VAC anfallt (siehe E.P.A. 181.465) wurde 
das erste Methioninkodon (ATG , Position 107-109) als 
Translationsstart angenommen. Die Kozakregel ist hier 
nicht so gut erfullt wie bei VAC-alfa ( AAGAGATGG auf 
Position 102-110) . 

Das resultierende Protein (VAC-beta) ware 327 
Aminosauren lang. Es besitzt 4 Cysteinreste 
(Aminosaureposition 161, 206, 250 und 293) und eine 
potentielle N-Glykosylierungsstelle (Asn-Lys-Ser , 
Aminosaureposition 225-227). Das errechnete 
Molekulargewicht betragt 36.837 (Fig. 9). Auch in 
VAC-beta gibt es uberdurchschnittlicn viele geladene 
Reste: 97/327 (29,6%), wobei die sauren Aminosauren 
(As P+ Glu: 49) iiber die basischen (Lys+Arg 42) 
tlberwiegen; eine ErKlarung fur das nach SDS-PAGE 
ermittelte niedrigere Molekulargewicht . 

Auch VAC-beta zeigt eine interne Wiedernolung einer 67 
Aminosauren langen Sequenz Fig. 8). Innerhalb dieser 
sequenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier 
Repeats fconserviert, 17 Aminosauren (25,4 %) kommen m 
drei von vier Repeats vor, an 25 Positionen (37,7 %) 
enthalten jeweils zwei Repeats- dieselbe Aminosaure 
Auch VAC-beta zeigt gute Ubereinstimmung mit der 17 
Aminosauren langen Konsenussequenz . Die Ausfuhrungen 
zum VAC-alfa gelten analog fur VAC-beta. 
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d) Genomische South&rnblot Analyse 

Die Analyse chromosoraaler DNA aus huraaner Plazenta 

nach Southern zeigt ein koraplexes Bild. Die DNA wurde 

mit EcoRI, Hindlll, BaraHI und PstI geschnitten. Die « 

auf Nitrozellulose transf erierte DNA wurde spwohl mit 

einer VAC-alfa DNA (pPll/3) als auch mit einer VAC-beta 

DNA (pRH203) hybr idisiert . Das Waschen der Filter 

geschah unter stringenten Bedingungen (siehe Punkt a)), 

d.h. mit 0,2xSSC und 65°C. Trotzdem ergaben sich bei 

jedem Verdau relativ viele Banden (Fig. 10). Der 

Vergleich der beiden Blots zeigt, daB die Kreuzrealction 

von VAC-alfa und -beta DNA unter diesen Bedingungen 

eher auszuschlieBen ist. Die Vielzahl der Banden ist 

entweder durch die Existenz jeweils ahnlicher Gene zu 

dem VAC-alfa bzw. VAC-beta Gen zu erklaren, oder aber 

es handelt sich um jeweils ein Gen, das durch viele 

und/oder lange Introns unterbrochen ist. 

Beispiel 4 

Protein-Analyse 

In Fig. 11 ist der Vergleich der Aminosauresequenzen von 
VAC-alfa mit VAC-beta wiedergegeben. Die wiederholten 
Strukturen lassen sich in be.id<en Proteinen gleich 
anordnen. Die Verbindungspeptide sind ebenf alls gleich 
lang mit Ausnahme jener zwischen der 2. und 3. Repeat. 
In dieses Verbindungspeptid muB bei VAC-alfa eine Lxicke 9 
eingefiihrt werden, um eine optimale Anpassung der. beiden 
Sequenzen zu erlauben. Das N-terminale Peptid der beiden * 
Proteine ist unterschiedlich lang, 19 Aminosauren bei 
VAC-alfa, 25 Aminosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid 
' weist auch die geringste Homologie auf. Die beiden 
Proteine sind an 176 von 320 Aminosaurepositionen ident , 
was einem Homologiegrad von 55,0% entspricht. 
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An dieser Stelle sei auch der Vergleich der 
Nukleotidsequenzen der VAC-alfa und -beta cDNAs 
eingefugt. Werden zwei Gene und deten Produkte 
miteinander yerglichen, sieht man auf der DNA (-RNA) 
Ebene eine grSBere Homologie als auf der 
Aminosaureebene, was durch die Tatsache erklart ist, daS 
bei der Nukleinsaure bereits eine Veranderung in einem 
Basentriplett ausreicht, urn eine neue Aminosaure zu 
kodieren. 

in Fig. 12 ist der Vergleich der kodierenden Regionen von 
VAC-alfa und VAC-beta cDNA wiedergegeben. 
Oberraschenderweise zeigen die DNAs nur einen 
Homologiegrad von 54,2%, also etwas weniger als die 
beiden Proteine. 

in Fig. 13 sind die Hydrophilizitatsprof ile der beiden 
Proteine abgebildet. Dabei wurde der Algorithmus von 
Hopp und Wood verwendet (T.P.Hopp et al., 
Pcoc.Natl.Acad.Sd. 78 (1981) pp. 3824-3828 ) . Die vier 
Repeatbereiche sind durch die Balken angedeutet, die 
verbindungspeptide in der darunter angegebenen Sequenz 
eingerahmt. Dabei fallt auf/ daB das Verbindungspeptid 
zwischen der zweiten und dritten Repeat besonders 
hydrophil ist. in diesem Peptid befindet sich sowohl 
bei VAC-alfa als auch bei VAC-beta ein Arginin an 
identer Position. Es ware daher moglich, daB dieses 
Arginin einen bevorzugten Angr if f spunkt fur eine 
Protease .it trypsinartiger Spezifitat darstellt. 
Dabei muBte das Molekul in zwei etwa gleich groBe 
Halften zerfallen. Es ware denkbar, daB bereits ein 
solches "Halbmolekul" eine biologische, beispielsweise 
eine antikoagulierende Wirkung entfalten kann. Auf der 
anderen Seite kSnnte vielleicht der Austausch dieses 
Arginins durch z.B. Histidin den VAC-proteinen eine 
groBere Stabilitat vermitteln. 
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Aus Fig. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen, daB 
weder VAC-alfa noch VAC-beta einen langeren, 
hydrophoben Bereich aufweisen, det entweder die 
Sekretion durch, Oder das Einlagern der Proteine in 
eine Membran etlauben wiirden. Es ist daher anzunehmen, 
daB es sich bei VAC-alfa und VAC-beta urn 
intrazellulare Proteine handelt. 

Wallner et al (Nature 320 (1986), pp. 77-81). berichten 
die Struktur des humanen Lipocortin I, Saris et al. 
(Cell 46 (1986) t pp. 201-212) und Huang et al. (Cell 46 
(1986), pp. 191-199) die Struktur des raurinen bzw. 
humanen Calpactin I, das auch Lipocortin II genannt 
wird. Diese Proteine gehoren ebenfalls zu der Klasse 
der Ca ++ abhangigen Phospholipidbindungsproteinen. 
Ibre Struktur laSt sich analog zu VAC-alfa und -beta 
anscrireiben (Fig. 14). Die Homologien zwischen VAC-alfa 
und VAC-beta sind jedoch ausgepragter als jene 
zwischen VAC und Lipocortin: 

VAC-alfa - VAC-beta : 55,0% 

VAC-alfa - Lipocortin I : 41,9% 

VAC-alfa - Lipocortin II : 43 t 8% 

VAC-beta - Lipocortin I 41,7% 

VAC-beta - Lipocortin II : 44,6% 

Anzunehmen ist daher,' dafi auch die Lipocortine 
aufgrund ihrer analogen Struktur antikoagulierende 
Wirkung haben, und demzufolge als Antikoagulanzien 
einzusetzen sind und weiterhin, dafi dies eine 
generelle Eigenschaft dieser Klasse von Ca 
abhangiger Phospholipidbindungsproteine ist. 

Viele Mitglieder der Ca ++ abhangigen 
Phospholipidbindungsproteine binden an gereinigte 
sekretorische Vesikel Oder andere Bestandteile des 



97 



Cytoskeletts (siehe R.H.Kretsinger et al.. Nature 320 
(1986), p. 573 ftir eine Zusammenf assung) . Bei der 
Sekretion Icapseln sich die Vesikel vom Golgi-Apparat 
der Zelle ab, wandern zur Zellmerabran und fusionieren 
mit ihr. Dabei wird der Inhalt der Vesikel von der 
Zelle freigesetzt. In Analogie zur Kupplung von 
Erregung mit der Muskelkontraktion wurde vorgeschlagen 
(W.W.Douglas, Br.J.Pharmac. 34 (1968 ) , + 451) , da6 auch 
der Stimulus und die Sekretion uber Ca ++ gekoppelt 
ist. Dabei kSnnten die Ca abhangigen 
Phospholipidbindungsproteine eine wichtige Rolle 
spielen. In der konservierten, 17 Aminosauren langen 
Region jeder Repeat besitzt VAC-alfa 5 bis 6 
Hydroxylgruppen-enthaltende Aminosauren (Asp, Glu, Thr, 
Ser), jeweils drei davon an identischer Position. Bei 
VAC-beta finden sich in jeder Repeat vier dieser 
Aminosauren. Obwohl keines der Proteine die in 
Calmodulin, Troponin C, S-100 und Paralbumin 
beobachtete EF-Hand Struktur aufweist (R.H.Kretsinger 
et al., CRC Crit. Rev. Biochem. 8 (1980), pll9), die in 
diesen Molekiilen fur die Ca ++ Bindung verantwortlich 
ist, verleitet die Konservierung dieses Unterabschnit ts 
in jeder Repeat zu dem SchluB, daB diese Region ftir die 
Ca ++ Bindung verantwortlich ist. 

Durch gezielte Mutationen in diesem Bereich kdnnte 
versucht werden, die biologische Aktivitat von 
VAC-Proteinen zu verandern. 



Beisoiel 5 

Expression von VAC-alfa in E.coli 

a) r p W ,«.T ; ExEr es^Mvek^or mit torn alkalischen 
Phncphatasepr nmotor up* Tprminator 
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Das Gen fur die alkalische Phosphatase (PhoA) aus 
E.coli unterliegt einer strengen Regulation. In 
Gegenwart von Fhosph.at wird das Gen komplett 
abgeschaltet, bei Abwesenheit von Phosphat im Medium 
erfolgt Genexpression. H.Shuttleworth efal., Nucleic 
Acids Res. 14 (1986), p. 8689 sowie C.N.Chang et al.. 
Gene 44 (1986), pp. 121-125 beschreiben die 
Nukleotidsequenz dieses Gens. 

Aus mehreren Oligonukleotiden wurde die Proraotorregion 
des PhoA Gens zusammengesetzt und in EcoRI-Clal 
geschnittenes pAT153 eingesetzt. Vor der ribosomalen 
Bindungss telle wurde eine Xhol Stelle eingefuhrt. Die 
originale EcoRI Stelle wird beint Einligieren des 
synthetischen DNA-Fragmentes zerstort. Nach der 
ribosomalen Bindungsstelle wurde ein 

Translationsstart-ATG vorgesehen, dessen G das erste 
Nukleotid einer SacI (=SstI) Stelle ist. Der 
Expressionsvektor laSt sich durch Schnitt mit SacI an 
dieser Stelle linearisieren und der 3'Uberhang durch 
Behandlung mit DNA-Polymerase I - Klenow Fragment in 
Gegenwart von dGTP in ein gerades Ende uberfiihren. 
Dadurch kann jedes beliebige Gen an dieser Stelle 
eingefiigt werden, fiir korrekte Expression mufl es mit 
der ersten Base der kodierenden Region beginnen. 

Das Hindlll-Sall Fragment des pAT-Anteils wurde 
entfernt und durch den alkalischen 
Phosphatase-Transkriptionsterminator ersetzt. Die 
originale Sail Stelle wurde zerstort. Dafur wurde sie 
vor dem Terminator zusammen mit der ebenfalls aus 
pAT153 deletierten BamHI Stelle wieder eingebracht. 
Die Sequenz der synthetisch hergestellten DNA ist in 
Fig. 15 abgebildet. 
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b) Rypressionsklon PRH291 . 

Der cDNA Klon*pP6/5 wurde mit Bglll und PstI 
geschnitten und das 980 bp lange Fragment isoliert, 
das den Hauptteil der kodierenden und ca. 200 bp 
3 'nichttranslatierte Region enthalt. Mittels 
Oligoriukleotiden wurde das fehlende 5'Ende der 
kodierenden Region ersetzt. Dabei wurde durch zwei 
Mutationen (GGC -> GOT, Gly-7 und ACT -> ACC, Thr-8) 
gleichzeitig eine KpnI-Schnittstelle in die VAC-cDNA 
eingef uhrt . 

Die Oligonukleotide hatten folgendes Aussehen: 

IEBI-678 MEBI-677 
5 • GCACAGGTTCTCAGAGGTACCGTGACTGACTTCCCTGGATTTGATGAGCGGGCT ! 
CGTGTCCAAGAGTCTCCATGGCACTGACTGAAGGGACCTAAACTACTCGCCCGA 
| EBI-680 | | 

> 

GATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAGAGC 
CTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

EBI- 

| |EBI-682 • 
ATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCTGCA 3 • 

TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGAGTCGCGGTCCTTTAGAG 5* 
679 M EBI-6811 
Die Oligonukleotide EBI-680, -677, -678 und -682 wurden 
am 5'Ende phosphoryliert . EBI-678 und -680, EBI-677 
und-679 sowie EBI-682 und -681 wurden paarweise auf 
100°C erhitzt und langsam abgekuhlt (je 100 pMol in 20 
U l). Die Doppelstrang-Oligonukleotide wurden vereint 
und ligiert. pRH284T wurde mit SacI linear isiert , das 
3'iiberhangende Ende durch Behandlung mit DNA-Polymerase 
I / Klenow Fragment in Gegenwart von dGTP zu einem 
geraden Ende reduziert, und mit BamHI 
nachgeschnitten.Ca. 30 ng Vektor, 200 ng cDNA und 
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250 nMol Oligonucleotide wurden in 15 ul Losung 
ligiert. Kompetente E.coli HB101 wurden mit der 
Ligaselosung transf ormiert . Der resultierende Klon 
wurde pRH291 benannt (Fig. 16). 

Beispiel 6 

Vac-beta Expression in E.coli 
a) Express ions klon pRH212 

Als Express ionsveJctor wurde das Plasmid pER103 
verwendet (E.Rastl-Dworlcin et al. , Gene 21 (1983), 
237-248). Der Vektor wurde mit Hindlll linearisiert . 
Das 5'uberhangende Ende wurde mit dATP und 
DNA-Polymerase I / Klenowf ragment partiell eingefullt, 
und der verbleibende Einzelstrangrest mit SI Nuklease 
verdaut. Der Vektor wurde mit BamHI nachgeschnitten und 
das grofle Fragment isoliert (Fig. 17). Aus dem Klon 
PRH203 wurde das 440 bp lange Maelll-BamHI Fragment 
isoliert. das die Codons 13 bis 157 enthalt. Das 
fehlende 5* Ende wurde durch oiigonukleotide 
erganzt : 



EBI-307 
5 r CC. 



ATGGCTTGGTGGAAAGCTTGGATCGAACAGGAAGGT 3 ' 

GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5 • 



EBI-306 



Dabei wurden fiir E.coli optimale Codons verwendet (zB. 
R.Grantham et al. . Nucleic Acids Res. 8 (1980), 
1893-1912). Dieser Codonaustausch resultiert in einer 
neuen Hindlll-Stelle bei Codon 5 bis 7. Das 
Oligonukleotid EBI-306 wurde pnosphoryliert . mit 
EBI-307 hybridisiert und mit dem VAC-beta Fragment 
ligiert. Nach dem Nachschnitt mit BamHI wurde das 
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5'terminale VAC-Fragment in den vorbereiteten pERl03 
Vektor ligiett. Der entstehende Klon wurde pRH211 
benannt. Urn die filr VAC-beta kodierende Region zu 
erganzen, wutde aus dem Klon pRH201 das 1230 bp lange 
BamHI-SphI Fragment isoliett. Der ca. 200 bp lange 
pBR322 Abschnitt von BaraHI bis SphI aus dem Plasmid 
pRH211 wurde entfernt und durch den entspre'chenden 
VAC-cDNA Teil ersetzt. Es resultierte der Klon pRH212. 
Das EcoRI-BamHI Fragment, das den Trp-Promotor 
(S.marcescens) , die ribosomale Bindungsstelle und den 
synthetisch hergestellten Beginn des VAC-beta Gens 
enthalt, wurde durch Sequenzieren tiberpriift. 

b) Expression von V AC-beta fpRH212) 

Der Nachweis des plasmidkodierten VAC-beta erfolgte im 
Maxizell-system (A.Sancar et al.. J • Bacteriol. 137 
(1979), pp.692-693.). Ecoli CSR603 (F~,. thr-1, ieuB6, 
proA2, phr-1, recAl, argE3, thi-1, uvrA6 , ara-14, 
lacYl, galK2, xyl-5, mtl-1, gyrA98 (nalA98), rpsL31, 
tsx-33, Lambda", supE44) wurde mit pRH212 
transformiert und bis zu einer OD 6Q(? bei 37°C 
geziichtet. 20 ml Kultur wurden in einer offenen 
Petrischale mit einer uv-Germicidlampe (15W) aus 50 cm 
Entfernung 5 Sekunden lang bestrahlt und anschlieflend 1 
Stunde weiter inkubiert. Der Kultur wurden 100 ug 
D-Cycloserin zugesetzt. Nach 16 Stunden wurden die 
Bakterien abzentrif ugiert , zweimal mit 
Hershey-Salzlosunggewaschen (5,4g/l NaCl, 3,0 g/1 KC1, 
1.1 g/1 NH 4 C1, 15 mg/1 CaCl 2 x2H 2 0, 0,2 g/1 
MgCl x6H 2 0, 0,2 mg/1 FeCl 3 x6H z O, 87 mg/1 
KH PO , 12,1 g/1 Tris pH=7,4), in 5 ml 
Hersheymedium resuspendiert (pro 100 ml Hersheysalze : 
2,0 ml 20% Glukose, 0,5 ml 2% Tnreonin, 1,0 ml 1% 
Leucin, 1,0 -ml 2% Prolin, 1,0 ml 2% Arginin, 0,1 ml 
0,1% Thiamin-HCl) und mit 20 ug/ml Indolacrylsaure 2 
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Stunden inkubiert. Nach Zusatz von 5 uCi/ml 
35 S-Methibnin und weiterec Inkubation bei 37°C (1 
Stunde) wurden die plasmidlcodierten Proteine radioaktiv 
markiert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert und in 
200 iil SDS-Probenpuffer aufgenommen (Lararali-Gel 
System, z.B. L.G.Davies et al., Methods in Molecular. 
Biology (1986) pp. 306-310). Die markierten Produkte 
wurden auf einent 15% Acrylamidgel aufgetrennt. Das Gel 
wurde getrocknet und an Kodak X-Omat S Film exponiert. 
Als Referenz wurde gereinigtes VAC-alfa Protein 
mitlaufen gelassen und durch Anfarben sichtbar gemacht. 
VAC-alfa lauft etwas schneller als das pRH212 kodierte 
VAC-beta, wie es auch dem Molekulargewicbt nach zu 
erwarten war. Die Expression von VAC-beta ist auBerdem 
durch Zugabe des Induktors Indolacrylsaure stimulierbar 
(Fig. 18) . 

c) Exoressionsklon PRH292 

Der Expressionsvektor pRH284T wurde mit SacI 
linearisiert und die 3.' uberhangenden Ende mit 
DNA-Polymerase I / Klenowf ragment und dGTP in gerade 
Enden iibergefiihrt. Der Vektor wurde mit Sail 
nachgeschnitten, und das grofie Fragment isoliert.Das 
Hindlll-Sall Insert des Klons pRH212 wurde isoliert. 
0,2 pMol des oligonukleotidpaares 

5' GCTTGGTGGAA 3 ' EBI-6 8 4 

3' CGAACCACCTTTCGA 5' EBI-68 5 

wurde mit 0,2 pMol VAC-beta Insert und 0,015 pMol 
vorbereiteten pRH284T ligiert. E.coli HB101 wurde mit 
der Ligaselosung transf ormiert . Der resultierende Klon 
wurde pRH292 . benannt . (Fig. 18 ) . 
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Raispiel 7 

Nachveis der Expressio n von Vac-alfa und Vac-beta in 
E.coli 

a) Anzucht der Klone HB101/pRH291 und HB101/pRH292 



Medien: 1) Vorkultur 



10 g/l Trypton 

5 g/l Hefeextralct 

4 g/l Glucose 

9 g/l Na 2 HP0 4 .2H 2 o 

1 g/l NH 4 C1 

1 g/l KC1 

1 ml/1 1M MgS0 4 .7H 2 0 

100 mg/1 Ampicillin 



Start-pH = 7,2 



2) Hauptkultur 



0, 68 


g/l 


(NH 4 ) 2 HP0 4 


0, 62 


g/i 


K 2 HP0 4 .3H 2 0 


2,33 


g/i 


KC1 


0,5 


g/i 


NaCl 


0, 53 


g/i 


NH 4 C1 


1, 23 


g/i 


MgS0 4 .7H 2 0 


0,011 


g/i 


CaCl 2 


10 


mg/l 


Thiamin. HC1 


3 ,92 


mg/1 


(NH 4 ) 2 Fe(S0 4 ) 2 .6H 2 0 


0,72 


mg/ 1 


A1C1 3 .6H 2 0 


0,71 


mg/ 1 


CoCl 2 .6H 2 0 


1,5 


mg/1 


KCr(S0 4 ) 2 .12H 2 0 


0,75 


mg/ 1 


CUSO .5H O 
4 2 


0, 19 


mg/1 


H BO„ 
3 3 
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0 51 


nig/ 1 


0 ,79 


mg/1 


0,73 


mg/1 . 


0 r 86 


mg/1 


21 


g/i 


9C 
4 3 


a/1 


100 


mg/1 


2 


g/1 


1 


g/i 


11 


g/i 



MnSC) .H..0 
4 2. 

NiSO„ .6H O 

4 2 
Na MoO .2H O 
2 4 2 

znS0 4 -7H 2 0 

Caseinnydrolysat (Merck Art.# 2238) 

Caseinnydrolysat (Sigma C9 38 6) 

Cystein 

Hef eextrakt 

Citronensaure 

Glucose. H 2 0 (Start bzw. Feed) 



700 ml Vorkulturmedium wurden mit dem Expressionsklon 
angeirapft und bei 37°C unter Riihren (1000 rpm 
(=Uradrehungen pro Minute), Magnetstab) und 
Sauerstoffzufuhr (5 wm (=vol/vol/min) , 
Beluftungsfritte) 12 bis 15 Stunden inkubiert. 600 ml 
dieser Vor.kultur wurden in einen Fermenter mit 12 1 
Hauptkulturmedium uberfiihrt. Die Hauptkultur wurde 
unter folgenden Bedingungen fermentiert: 

Ruhrsystem: Blattriinrer bei 1000 rpm 
Beluftung: IrO wm 

Temperatur: 28°C 

pH: 6,5 (25% NH^ zur Korrektur) 

Wahrend der Fermentation wurde die Glucosekonzentration 
gemessen. Bei Absinken auf 5 g/1 wurde 10 g/1 Glucose 
nachgefiittert. Alle weiteren Nachf utterungen zu je 10 
g/1 erfolgten bei einem Absinken der Glucose- 
konzentration im Fermenter auf 10 g/1. Fiel der 
sauerstoffpartialdruck auf etwa 0,05 arm ab, wurde der 
Druck im Fermenter auf 0,3 bar erhott:. Nach 20 Stunden 
wurde auf 15°C abgekuhlt, die Biomasse liber eine 
CEPA-Zentrifuge vom Nahrmedium abgetrennt und bei -70°C 
eingefroren. 
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b) Nachweis des rekombinanten Vac-alfa b2w. Vac- 
Proteins 

Losungen: 

Probenpuf f er : 



125 mM 


Tris pH=6,8 


4 % 


SDS 


10 % 


Mercaptoathanol 


10 % 


Glyzerin 


0,02 % 


Bromphenolblau 



Acrylamidgel: 

Sammelgel : 
3 % Acrylamid 
0,1 % Bisacrylamid 
125 mM Tris. pH=6 f 8 
0,1 % SDS 



Trenngel : 
13 , 5 % Acrylamid 
0,45 % Bisacrylamid 
375 ItlM Tris pH=8 , 8 
0,1 % SDS 



Lauf puf f er : 

14,4 g/1 Glycin 
3,025 g/1 Tris 
5 ml " 20% SDS 



Proteingel-Farbelosung: Ent f arbelosung : 



0,1% Coomassieblau 
50 % Methanol 
10 % Essigsaure 



5% Methanol 
10% Essigsaure 
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Glycerinlosung: 

7% Essigsaure 
2% Glyzerin 



Transf erpuf fer: 



LOx Transf erpuf fer: 



lx Transf erpuf fer : 



24,2 g/1 Tris 
112,6 g/1 Glycin 



100 ml/1 lOx Transf erpuf fer 
200 ml/1 Methanol 
1 ml/1 Empigen 



Blocklosung: 



PBS: 



1% Tween 20 

1% BSA (Rinderserumalbumin) 
10% fotales Kalberserum (GIBCO) 
in PBS 



8 g/1 NaCl 

0,2 g/l KC1 

1,15 g/1 Na 2 P0 4 

0,2 g/l kh z po 4 

0,1 g/1 MgCl 2 

0,7 g/1 CaCl 



alkalische-Phqsphatase-Puf f er : 

100 mM Tris pH=9,5 
100 mM NaCl 
5 mM MgCl 2 



Am Ende der Fermentation wurde die optische Dichte 
Brtihe bestimmt und ein Aliquot entnoiamen. Die 
Bakterien wurden in einer Eppendorf zentr if uge 
pelletiert, mit einer Konzentration von 20 OD 60Qnm 
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(optische Dichte bei 600 nm) in Probenpuffet 
cesupendiert und fttnf Minuten bei 100-C denaturiert. 
Unldsliche Anteile wurden durch Zentrifugieren in der 
Eppendorfzentrifuge pelletiett. 5 ul Aliquot? wurden 
auf das Acrylamidgel geladen. Als Referenz dienten 
Expressionsklone, die standig bei hoher 
Phosphatkonzentration geziichtet worden waren (0,08 mM 
Phosphat). Unter. diesen Bedingungen wurde der 
alkalische Phosphatasepromotor nicht aktiviert. 

Die Proteine wurden bei 6,5 V/cm (Sammelgel) bzw. bei 
13 V/cm (Trenngel) entsprechend dem Molekulargewicht 
aufgetrennt, bis der Bromphenolblauf arbstof f das Ende 
des Gels erreicht hatte. Eine Halfte des Gels wurde 
mit coomassieblau gefarbt. Dazu wurde das Gel 30 
Minuten in der FarbelSsung bewegt und anschlieBend 
eine Stunde in der Entf arbelosung behandelt. Zur 
besseren Entfernung des uberschussigen Farbstoff wurde 
ein mit Aktivkohle gefiillter Dialysenschlauch in die 
Entf arbelosung getaucht. Das Gel wurde abschlieBend 30 
Minuten in der GlyzerinlSsung behandelt und mxttels 
eines Geltrockners getrocknet. 

Die Proteine der zweiten Gelhalfte wurden auf ein 
Nitrozellulosefilter iibertragen. Dazu wurde der 
sandwich Whatman 3 MM Papier-Gel-Nitrozellulose 
(Schleicher-Schuell, BA85) -Whatman 3MM Papier in emer 
Biorad-Transferapparatur in lx Transf erpuf f er zwei 
Stunden einer Spannung von 150 V (Stromstarke 1000 mA) 
unter Kiihlung ausgesetzt. Das Nitrozellulosefilter 
wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur in 50 ml 

v. „j»u ns« Filter wurde drei Stunden 
Blocklosung behandelt. Das Futet 

in 5 ml Blocklosung / 1:1000 verdiinntes Rabbit-Anti- 
Vac-Antiserum inkubiert und anschlieBend 30 Minuten in 
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FlieBwasser, sowie dreimal 15 Minuten in PBS / 1% Tween 
20 (Merck-Schuchardt # 822184) gewaschen. Das Filter 
wurde in 20 ml Blocklosung mit einer 1:2000 Verdiinnung 
des Anti-Rabbit IgG (Fc) alkaline phosphatase 
conjugate (Promega-ProtoBlot Immuno screening System) 
drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde 
wie oben in FlieBwasser und PBS / 1% Tween 20 
gewaschen. Der Nachweis des gebundenen 
Antikorper-alkalische Phosphatase-Konjugates erfolgte 
durch eine Farbreaktion (Promega-ProtoBlot 
Immunoscreening System). 66 ul NBT (50 mg/ml 
Nitro-blue-tetrazolium in 70% Dimethylf ormamid) und 33 
v.1 BCIP (50 mg/ml 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat in 
Dimethylf ormamid) wurden in 10 ml alkalische- 
Phosphatase-Puffer gelost. Das Nitrozellulosef ilter 
wurde bis zur Farbentwicklung in dieser Losung 
inkubiert und anschlieSend 30 Rinuten mit FlieBwasser 
gewaschen. Das Filter wurde getrocknet und in 
Plastikfolie eingeschweiBt . 

In Figur 19 ist das Resultat wiedergegeben. 
"+Phosphat" ist die Kontrolle ohne Expression, 
"-Phosphaf zeigt die Expression von Vac-alfa (Klon 
HB101/PRH291) bzw. Vac-beta (Klon HB101/pRH292) 
Protein unter der Kontrolle des alkalischen 
Phosphatase Promotors. Sowohl Vac-alfa als auch 
Vac-beta Protein sind bereits auf dem gefarbten Gel zu 
erkennen. Die gebildete Menge an Vac-Proteinen betragt 
iiberraschenderweise mindestens 20 mg/l/OD600nm 
Bakterienkultur . 

Der Westernblot zeigt deutlich die angefarbte Vac-alfa 
Bande. Zusatzlich sind einige Proteine niedrigeren 
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lekulargewichts im Bereich bis 30 kD erkennbar, 



die 



109 



mdglicherweise durch proteolytische Spaltung am N- 
und/oder C-Terminus des Vac-alfa Proteins entstanden 
sind. Auffallig ist auBerdem ein durch das Antiserum 
erkanntes Protein im Bereich kleiner 20 kD, das 
eventuell ein durch Proteolyse entstandenes 
Halbmolekul des Vac-alfa Proteins darstellen konnte. 
(jberraschenderweise wurde auch Vac-beta durch das 
Anti-Vac-Antiserum erkannt. Da diese Bande wesentlich 
schwacher als die Vac-alfa Bande gefarbt ist, 
andererseits aber die Vac-beta Bande im Coomassie Blau 
gefarbten Gel in ihrer Intensitat dem Vac-alfa 
entspricht, ist daraus zu schlieBen, daB die Erkennung 
des Vac-beta Proteins durch das Anti-Vac-Antiserum 
wesentlich schlechter als jene des Vac-alfa Proteins 
erf olgt. 



Reispiel 8 



Reiniaunq von rek ombinantpm VAC-alpha 

Ausgangsmaterial: E.coli HBlOl/pRH 291- 

Die Zellen waren zentrifugiert und 
bei -70°C eingefroren worden. 

a) Zell Homogenisierung und Extraktion 

103,5 g gefrorener Zellkuchen wurde in 500 ml 
eiskaltem Lyse-Puffer (100 mM TRIS/HC1, 50 mM EDTA 
und 200 mM Nad, pH 7,5) suspendiert und mit einem 
Ultra-Turrax (5 kurze Impulse) zur Zerstorung von 
Klumpen behandelt. Die Suspension wurde danach 3-mal 
durch eine Manton-Gaulin Presse bei 6.000 psi 
gefuhrt. Zuletzt wurde die Presse mit 300 ml 
Lyse-Puffer gespult. Zur homogenisierten Suspension 
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wurde langsam eine 5%ige Losung PEI 
(Polyethylenimin, Molekulargewicht 30.000-40.000), 
das mit 5 N HC1 auf pH8 eingestellt worden war, bis 
zu einer Endkonzentration von 0,5% PEI , hinzugeftigt. 
Nach 30-minutigem Rtihren in einem Eisbad wurde die 
Losung bei 9.000 g, 60 iain. und 4°C unter Verwendung 
einer Beckmann J2-21 Zentrifuge geklart. (roher 
Extrakt). 



b) Ammoniumsulfat Fraktionierung: 

Festes Ammoniumsulfat wurde langsam zum geruhrten 
rohen Extrakt bis zu einer Sattigung von 30% 
(176 g/1) gegeben. Der Niederschlag wurde nach einer 
Nacht im Kiihlraum entfernt. Der klare Vberstand 
wurde langsam bis zu einer Sattigung von 55% rait 
festem Ammoniumsulfat versetzt (235 g/1 uberstand) 
und zwei Stunden geruhrt . Das Prazipitat wurde dann 
durch Zentrifugation bei 10.000 g 30 min. bei 4°C 
gesammelt.. Es wurde in 500 ml 20 mM TRIS/HC1 + 50 mM 
NaCl, pH 7,4 gelost und gegen denselben Puffer so 
lange dialysiert, bis alles Ammoniumsulfat entfernt 
worden war (bestimmt durch das Ausbleiben einer 
BaS0 4 -Bildung nach Zugabe von BaCl 2 zum 
Dialysat). 

c) Chromatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

Das Dialysat wurde durch Zentrifugation geklart und 

auf eine 160 ml DEAE-FF-Sepharose-Kolonne 

(Pharmacia), die mit 20 mM TRIS/HC1 + 50 mM NaCl 

pH 7,4 equilibriert worden war, aufgetrageh. Sobald 

der OD des Eluates den Puffer-Level 

2 8 Onm . T , 
erreichte, wurde ein Gradient von 50 - 500 mM NaCl 

in 20 mM TRIS/HC1 pH 7,4 gefahren (insgesamt 10 
Kolonnen-Volumina des linearen Gradienten) . 
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Das Eluat wurde bei 0D 28Qnm kontrolliert und durch 
SDS-PAGE und Western Blot, unter Verwendung ernes 
Kaninchen-Antiserums gegen Placenta-VAC hergestellt 
wie fur das Rinder-VAC in der EPA 0 181 465 
beschrieben, und eines Schweine Ant i-Kaninchen IgG 
gekuppelt an alkalischer Phosphatase, analysiert. 
VAC-enthaltende Fraktionen wurden gesammelt, wobei 
einige Fraktionen am Ende des Hauptpeaks verworfen 
wurden. Der VAC-Pool wurde unter Verwendung einer 
AMICON Ultrafiltrationszelle und eines PM 10-Typ 
Ultrafilters konzentriert . 



d) Chromatographie an Sephacryl S-200 "High Resolution" 

Sine Pharmacia K 26/100 Kolonne (500 ml) wurde mit 
Sephacryl S-200 HR (Pharmacia) beladen und mit 20 mM 
Bis-TRIS/HCl + 100 mM NaCl pH 6,3 bei einer 
DurchfluBrate von 15-20 ml/Stunde equilibr iert . 
6-15 ml Aliquots des konzentr ierten 
DEAE-FF-Sepharose-Pools (total 87,4 ml) und 
anschlieBend der Bis-TRIS-Puf f er (s.o.) wurden auf 
die saule aufgetragen. Das Eluat wurde bei OD 280 nm 
uberwacht. Der VAC represent ierende Peak war der 
letzte auffallige Peak des UV-Profils wie durch 
SDS-PAGE und Western Blots von Aliquots gezeigt 
werden konnte. Er wurde gesammelt, die Pools aller 
versuche vereinigt (insgesamt 7) und gegen 20 mM 
Bis-TRIS/HCl pH 6,3 dialysiert. 

e) chromatographie an einer Q-SEPHAROSE -FAST-FLOW 

Eine 40 ml Kolonne (K 16/20) einer 
g-Sepharose-Fast-Flow (Pharmacia) wurde an das . 
FPLC-System (Pharmacia) angeschlossen und mit -20 mM 
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Bis-TRIS/HCl pH 6,3 equilibiiert . Der dialysierte 
VAC-Pool wurde auf die Saule aufgetragen und so 
lange mit 20 mM Bis-TRIS gewasctien, bis der 
OD des Eluates wieder den Puffer-Level 

erreicSt hatte. Ein NaCl -Gradient in 20 mM 
Bis-TRIS/HCl pH 6,3 wurde zur Elution verwendet: 

0-105 mM NaCl in 1 Kolonnen-Vo lumen ( 40 ml) 
105-245 mM NaCl in 20 Kolonnen-Vo lumen (8 00 ml) 
245-350 mM NaCl in 2 Kolonnen-Vo lumen ( 80 ml) 

VAC konnte im letzten prominenten Peak des 
UV-Profils identif iziert werden, der bei ungefahr 
0,14 M NaCl eluierte. Die Reinheit wurde mittels 
SDS-PAGE, Western Blot, Reverse HPLC und 
isoelektrischer Fokussierung bestimmt. Der VAC-Poo 
wurde bei -20°C aufbewahrt. 

Beisoiel 9 

veraleich Rekombinantes/n attirliches VACtx 



Verwendete Methoden: 

a) Gelpermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

c) N-terminale Sequenzierung 

d) Tryptic Pep t id Map 

e) SDS-Gelelektrophorese 

f) Western Blot 

g) isoelektrische Fokussierung 
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Fiir den Vergleich wurde einetseits natiirliches VAC, 
andeterseits rekombinantes VAC-alfa verwendet. Im 
folgenden wetden die versuchsbedingungen fiir die 
einzelnen Analysenmethoden beschrieben. 

a) Gelpermeations-HPLC 

saule: waters Protein Pale I 125, 2 x (7,8 x 

300 mm) , 10 um Teilchendurchmesser 

Eluens: 0,5 M Na 2 S0 4 , 0,02 M NaH^, 

pH 7,0, 0,04% Tween 20, 25% 
Propylenglykol 

FluQ: 0,5 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm 



Die Chromatogramme von natiirlichem und rekombinantem 
VAC-alfa zeigen den Hauptpeak des VAC-Monomeren bei 
einem Molekulargewicht von 34.000 bzv. 33.000. Daneben 
gibt es jeweils einen geringen Anteil von friiher 
eluierendem Dimeren des VAC. Die Eichung der 
Molekulargewichtsskala erfolgte liber 4 
Standardproteine. Die Saule trennt streng genommen 
nach MolektilgrSBe und nicht nach Molekulargewicht . 



b) Reverse Phase HPLC 



Bakerbond WP C . 4,6 x 250, 
5 um Teilchendurchmesser, 3C 
Porendurchmesser 
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Eluens A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasset 

Eluens B: 0,1% Trif luoressigsaure in Acetonitcil 

Gradient: 20% B ftir 2 min, 20 - 68% B in 24 min, 
68% B fiir 10 min, 68 - 20% B in 1 min 

FluB: 1»0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm und 280 nm. 

Die Chromatogramme von natiirlichem und rekombinantem 
VAC zeigen'fiir VAC eine Retentionszeit von etwa 29 min. 
Die daneben vorliegenden sehr kleinen Peaks sind nur 
zum Teil Verunreinigungen der VAC-Probe. Alle mit BW 
. gskennzeichneten Peaks stammen aus dem Blindwert der 
Saule. 

c) N-terminale Sequenzierung 



* 



*. 
* 



Sequenziert wurde ein iiber Reverse Phase HPLC 
entsalzter Peak von rekombinantem VAC-alfa. Die 
Sequenzierung erfolgte mit einem Gasphasensequenator 
der Firma Applied Biosystems (Modell 470A) mit dem 
Program* 40APTH. Die Probe wurde in 50 nl 70% HCOOH 
gelost. Am Sequenator wurden 2 x 25 ul aufgetragen. 
Mit einer Ausgangsmenge von 2,3 nMol konnte bis zur 
Aminosaure 39 sequenziert werden. Es wurde 100%ige 
tJbereinstimmung mit der erwarteten Sequenz (aus 
. natiirlichem Protein und cDNA) gefunden. Zusatzliches 
N-terminales Met konnte nicht nachgewiesen werden 
C< 1%). Der N-Terminus liegt bei rekombinantem VAC-alfa 
frei und nicht blockiert vor wie bei natiirlichem VAC. 
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d) Tryptic Peptid Map 

Verglichen wurden nattirliches VAC und rekombinantes 
VAC-alfa. Aus beiden Ptoben war da VAC tiber Reverse 
Phase HPLC entsalzt, getrocknet und in 0,1% NH 4 HC0 3 
geldst. Fiir die Spaltung wurden 4 Gewichts% Trypsin 
(Worthington, TPCK behandelt, gel6st zu je 1 mg/ml in 
Wasser) zugesetzt, nach 6 Stunden Inkubation bei 37°C 
nochmals 4 Gewichts% Trypsin. Nach weiterer Inkubation 
viber Nacht wurden die entstandenen Peptide iiber Reverse 
Phase HPLC getrennt. Die beiliegenden Chroma to gramme 
(214 nm und 280 nm) zeigen ein praktisch identisches 
Peptidmuster . 

saule: Waters ^Bondapak C^, 3,8 x 300 mm, 
10 iim Teilchendurchmesser 
10 nm Porendurchmesser 

Eluens A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser 
Eluens B: 0,1% Trif luoressigsaure in Acetonitrill 

Gradient: 0 - 55% B in 55 min, 55% B fur 15 min, 
55 - 0% B in 1 min 

Flu8: 1*0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm und 280 nm 



e) SDS-Gelelektrophorese 

SDS-Gelelektrophorese wurde weitgehend nach der 
Originalvorschrift von U.K. Laemmli durchgefuhrt 
(Nature 227, 680-685 (1979)). Die Si lberf arbung 



hu yo/u/j/v 
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erfolgte nach der Methode von Oakley (Anal. Biochem. 
105, 361-363 (1980))- Das erste Gel zeigt einen 
Vergleich zwischen nattirlichem und rekombinantem 
VAC-alfa. Der Ge ha It an dimerera VAC wurde durch Scannen 
mit einem Laserdensitometer quantif iziert und betrug 2% 
beim natur lichen und 4% beim recombinant enm VAC. Das 
zweite Gel zeigt nur rekombinantes VAC-alfa, 
aufgetragen mit und ohne DTT (Dithiothreitol , 
Reduktionsmittel). Daraus ist ersichtlich, daB das 
SDS-stabile Dimere of f ensichtlich uber Disulf idbriicken 
gebunden ist, die mit DTT reduziert werden konnen. 



stammlosuneren der Reaoenzien 

15* a.mmoniiim-persu lfat-Losung (APS) 

150 mg Aramonium-persulfat werden in 1 ml cast. Wasser 
gelost. 

Acrvl^mld + 0.8 * Acrvlamid 
Acrylamid Bis-acrylamid Wasser auf 

15 g 0,4 g 50 ml 

30 g 0,8 g I 00 ml 

45 g 1.2 g 150 ml 

Das Acrylamid wird in dem entsprechenden Wasservo lumen 
gelost und vor der Verwendung filtriert. 



Trennael-Puff er 

1,5 M TRIS-HCL, 0,4% SDS ( Sodium-dodecylsulf at ) . pH 8,8 

18,16 g THIS + 0,4 g SDS mit konz. HC1 auf pH 8,8 

einstellen und mit dest. Wasser auf 100 ml aufftillen. 



* 



* 
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Stackinoael -Puffer 



0,5 M TRIS-HC1, 0,4% SDS, pH 6.8 

6,04 g TRIS + 0,4 g SDS mit konz. HC1 auf pH 6,8 
einstellen und mit dest. Wasser auf 100 ml aufftillen. 



Lauf puffer 

25 mM TRIS , 192 mM Glycin, 0,1% SDS, 0,005% Na-azid 
pH 8,5 12 g TRIS + 57,6 g Glycin + 4 g SDS + 0 , 2 g 
Natriumazid werden in ca. 3,5 1 dest. Wasser geldst, 
auf pH 8,5 eingestellt und auf 4,0 1 aufgefullt. Es 
empfiehlt sich die Leitf ahigkeit des neuen Laufpuffers 
mit den vorhergehenden Chargen zu vergleichen. 

0 f 05% Coomassie-Blue-Fa rbelosuna 

0,55 g Coomassie Brillant Blue R 850 werden in 500 ml 
Methanol gelSst, 30 min gertihrt und filtriert. Dazu 
gibt man 100 ml Eisessig und 500 ml dest. Wasser. 



Rnrf arbe!5sunq 

a) Manuelles Entfarben 

Die Entfarbelosung entspricht der Farbeldsung ohne 
Farbstoff: 500 ml Methanol + 500 ml dest. Wasser + 
100 ml Eisessig 

• b) Elektrophoretisches Entfarben in 7,5% Essigsaure 



4 x SDS Auf traaepuf f er (ca. 1 Monat haltbar) 
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Farbstof f konzentrat : Bromptienolblau 50 mg 

Glycerin 0,5 ml 

Wasser (dest.) auf 10 ml 

Die Losung 1st ca. 3 Monate haltbar. 



Auf tragepuf f er: Farbstoffkonzentrat .0,4 ml 

, SDS 0,8 g 

Glycerin 4 g 

\ Wasser (dest.) auf 10 ml 



1 x SDS Auf tracrepuf f er 

Verdiinnung 1:4 des 4 x SDS Auf tragepuf f ers mit dest. 
Wasser. 

Silberf arbung nach Oakley 
Reagenzien 

Destainer : Ethanol 200 ml 

Essigsaure (cone.) 62,5 ml 
Dest. Wasser auf 1000 ml 



10% Glutardialdetiyd-Losung : 

25% Glutardialdetiyd-Losung 20 ml bzw. 40 ml 

Dest, Wasser auf 50 ml bzw. 100 ml 



Die Losung muB im Kiihlschrank aufbewahrt werden. 
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0.1 N ammoniakalische Silberlosunq: 
Erst direkt vor Gebrauch herstellen! 

0,1 N Silbernitrat (16,9 g/1) 23 ml 46 ml 

25% Ammoniaklosung 0,95 ml 1,9 ml 

0,36% Natriumhydroxid (1,8 g/0,5 1) 10,5 ml 21 ml 

dest. Wasser auf . 50 ml 100 ml 



Entwickler-Losung: 



Unmittelbar vor Gebrauch herstellen! 

0,5% Citronensaure (1,25 g/250 ml) 5 ml 

dest. Wasser 1 1 

37% Forma ldehyd 1 ml 



Entfarbe-Losung (Photo-Fixierer ) : 

Kodak-Fixierer (Photolabor) Verdunnung 1:4 mit dest. 
Wasser. Die verdunnung ist mehrfach verwendbar, jedoch 
nimmt die Dauer des Entfarbens nach haufigerer 
Verwendung zu. 
2% Glycerin-Losunq: 

23 g Glycerin 87% in 1 1 dest. Wasser 



Durchf uhrunq der Si lberf ar buna nach Oakley 

Nach beendeter Elekt rophorese wucde das Gel an einer 
Ecke markiert und durchlief danach folgende 
Farbeschritte im Schiittler: 
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30- min iia Destainer-Bad 

30 min in 20% Glutardialdehyd-LSsung (50 ml) 

30 rain in flieSendem Wasser Oder iiber Nacht in ca. 

2 1 Wasser 

10 min in ammoniakalischer Siiber losung (50 ml) 

3 min in flieSendem Wasser 
ca* 5 min in Entwickler-Losung 

Der Entwicklungsvorgang wurde nicht nacti einer exakten 
Zeitdauer beendet> sondern dann, wenn die Banden 
ausreichend gefarbt waren Oder spatestens wenn sich der 
Hintergrund zu farben begann, Gestoppt wurde die 
Entwicklung durch 

30 min Wassern der Gele (in einer Wanne oder unter 

FlieBwasser) 

Die Entwicklung dauerte auch noch an, wenn das Gel 
bereits im Wasser war! (Dif f usionszeit ) . 
Das Entfarben des Gels war nur dann erf order lich f wenn 
der Hintergrund zu stark gefarbt war! 

ca. 5-10 min in Kodak-Fixierer , bis ein optimaler 
Kontrast zwischen den Banden und dem Hintergrund 
erreicht war. Achtung! Das Entfarben erfolgte aucti 
noch nach unmittelbarem Abstoppen in flieSendem 
Wasser (Dif f usionszeit ) . 
30 min in 2% Glycerin-Losung 

Danach konnte das Gel auf Filterpapier bei 80°C 1 Std. 
getrocknet werden, 



f ) Western Blot 
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Der immunologische Nachweis erfolgte fur VAC mit rabbit 
anti VAC Serum (1:1000 verdiinnt) und mit swine anti 
rabbit IgG (1:500 verdiinnt)/ das mit Alkalischer 
Phosphatase konjugiert ist. Zum Nachweis der 
Enzymakt ivi tat der Alkalischen Phosphatase wurden die 
Substrate BCIP ( 5-Bromo-4-chloro-3-indoly 1-phosphat ) 
und NBT (Nitro Blue Tetrazolium) eingesetzt. Die 
vergleichende Prot einf ar bung auf der Nitrocellulose 
erfolgte mit Amidoschwar z . 



Western-blotting im semi-dry Verfahren 



1 . Mater ialien: 



Semy-dry Elect roblotter (Fa. Sartorius) SM 175 56; 
Filterpapier in der GroBe des zu blottenden Gels; 
Nitrocellulose-Membran (PorengroBe 0,45 ixm) in. 
Gelgrofle; 

2 . Reaaenzien 



Anodenpuffer 1: pH 10 , 4 

0,3 M TRIS 3,63 g/80 ml 

20% Methanol 20 ml 



Anodenpuffer 2 : pH 10,4 

25 mM TRIS 0,3 g/80 ml 

20% Methanol 20 ml 



Kathodenpuf f er : pK • 9 , 4 

25 mM TRIS 0 , 3 g/80 ml 

40 mM e-Aminocapronsaure 0,52 g/80 ml (MW 131,3 

20% Methanol 20 ml 



UUiiUU 



TTVOO/U/J/U *. A/ JUA WU/ 

12 2 

Ami do s c hwa rz-Protei n-Fa r bemed ium 

o/5% (w/v) Amidoschwarz 0,5 g in 40 ml 

50% Methanol 50 ml 

10% Essigsaure 10 ml 



Entf ar.her 

Methanol - Was sex - Essigsaure 
5 - 5 1 

PBS (Phosphate buffered saline) lOx Konzentrat pH 7. 2 

13 6 mM Natriumchlorid 8 0 g 

26 mM Kaliumchlorid 2 g 

80 mM di-Natriumhydrogenphosphat 11,3 g 

(80 mM di-Natriumhydrogenphosphat .12H O 28,7 g) 

14 mM Kalium-dihydrogenphosphat" 2 g 

mit dest. Wasser auffiillen auf 1 1 

vor Gebrauch 1/10 verdiinnen i ! ! 
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* 
* 



Blocking Puffer: 
1% BSA 

0,1% Tween 20 
in lx PBS 



Waschpuf f er : 
1 x PBS 

1 x PBS + 0,1% Tween 20 * 
1 X PBS 



If KJ OU/U I *J I \J 
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FT It ruff- tM ^Jalische P hosphatase-Farbu ng : 

pH 9,9 

100 mM TRIS 

100 mM Natriumchlorid 

5 mM Magnesiumchlotid. 6H 2 0 
it dest. Wasser auffiillen auf 



1,22 g 
0,5 8 g 
0,10 g 
loo ml 



m 



N BT (Nitro^ Blue Tetta^oliumj - Losunc 
50 mg NBT (Fa. Sigma H-6876)/ml 7.0% Dimethylf ormamid 

50 mg BCIP (Fa. Sigma B-8503)/ml in 100% 
Dimethylf ocmamid 

«rh,^lma f ur ajjjalische P.h p spj) ata s e 

~ *<=~r -10 ml 
Farbungspuf f er 

BCIP °'° 33 ml 

NBT °- 065 ml 



antikorpgrreaq enzien: 

Rabbit anti VAC-Serum mit alKalischec Phosphatase 
konjugiert . 



^- purch^^^^^nq ri^s Blots 



Das B 
60 min 



4. Nachwe 



lotten erfolgte bei 0,8 mA/cm 2 Gelflache uber 



isder_Ploteine auf d.er. NitroceJLlulose-Membran 



4.!. p r o t e i nfarbung m.i t . Am i d o sc h wa r z 
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Der fur die Proteinf arbung vorgesehene Anteil der 
Nitrocellulose-Membran wurde abgeschnitten und 
5 Minuten in Amidoschwarz-Farbelosurig gelegt. Danach 
wurde die mehrfach verwendbare Farbelosung abgegossen 
und iiberschussige Farbelosung von der 
Nitrocellulose-Membran mit Wasser abgespult. 

4.2 Immunolooischer Nachweis 

4.2.1 Bl ockieruncr der Nitrocellulose-Membran 

Vor dem immunologischen Nachweis wurde die 
Nitrocellulose-Membran mindestens 60 min (oder auch 
uber Nacht) mit 1% BSA in lxPBSmit 0,1% Tween 20 
blockiert. 

. 4.2.2. Nachweis mit Enzvm-markierten Antikorpern 

Nach dem Blockieren wurde die Nitrocellulose-Membran 
mit rabbit anti VAC Serum (in geeigneter Verdiinnung' in 
Blockierungsmedium) 60 min inkubiert. 

Danach wurde 3x gewaschen: lx PBS, PBS mit 0,1% Tween, 
20, lx PBS. Darauf erfolgte die Inkubation der Membran 
mit swine anti rabbit IgG, das mit Alkalischer 
Phosphatase konjugiert war (ebenso in einer geeigneten 
Verdiinnung in Blockierungsmedium iiber 60 min). 
Danach wurde erneut 3x mit PBS gewaschen wie oben 
angegeben. 

4.2.3 E nzymatische Farbuna des Blots 

Die Nitrocellulose-Membran wurde in Farbemedium gelegt 
(fur ein Minigel reichten 10 ml aus) und im Schiittler 
langsam bewegt, bis sich eine ausreichende Anfarbung 
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dec Banden zeigte. Die FSrbung wurde durch Auswaschen 
des Farbemediums rait Wasser beendet, danach die 
Nitroceliulose-Membcan an der Luft getcocknet. 



5. Bewertunq des Weste rn-Blots 

Die immunologisch/enzymatisch nachgewiesenen Banden de 
Blots wurden mit den Banden der Proteinf arbung des 
Blots und auch rait dera entsprechenden Bandenmuster der 
SDS-Elektrophorese verglichen und einander zugeordnet. 



7. Tsoelektrisch* Fokuss ierung; 

Der isoelektrische Punkt (pi) fur rekombinantes 
VAC-alfa liegt rait 4,9 urn 0,1 pH-Einheiten hoher als 
ftir natiirliches VAC (4,8). 

Polvaccvlamidael-TsQelektr ische Fokussierung 
(PAGIF Oder IEF) 

Material und Reaaenzien 

Polyacrylamidgelplatten ftir Isoelektrische Fokussierung 
auf Folie auf polyraerisiert . (LKB -"PAGplate", SERVA - 
"Servalyt Precotes") 

Elektrodenlosunaen fur die i eweiliaen pH-Bereiche : 

pH 3,5-9,5 (LKB-PAGplate ) 
Anodenlosung: 1 M Phosphor saure 
Kathodenldsung: 1 M Natronlauge 
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pH 5,5-8,5 (LKB-PAGplate) 

Anodenlosung: 0,4 M HE PES (rait Na-azid) 
Kathodenlosung: 0,1 M NaOH; 

pH 4,0-6,5 (LKB-PAGplate) 

Anodenlosung: 0,5 M Phosphorsaure + 0,1 M 

Glutaminsaure 
Kathodenlosung: 0,1 M Beta-Alanin (mit Na-azid) 

pH 3,5-9,5 ( SERVALYT-P r e cotes ) 
Anodenlosung: 25 mM Asparaginsaure + 25 mM 

Glutaminsaure 

Kathodenlosung: 2 M Ethylendiamin + 25 mM Arginin Base 

+ 37,5 mM Lysin Base 

Kiihlvermittler : Kerosin (Fa. SERVA) 
Fixier losung: 

10% Trichloressigsaure (TCA) mit 5% Sulf osalicylsaure 
0,05% Coomassie Blue Farbelosung 

Entfarber: 500 ml Methanol + 500 ml Wasser * 

100 ml Eisessig 

Proben: 

Die Proben sollen salzarm Oder besser noch salzf rei 
sein. Hohere Salzkonzentration miissen vor der IEF gegeri 
ca. 5-10 mM Puffer oder Wasser dialysiert werden. 
NaCI kann jedoch bis zu 100 mM enthalten sein, ohne daB 
die Lauffronten gestort werden. 

Fixieruncr des IEF-Gels vor Pro teinf arbunq 



Das Gel wurde ca. '20 min in die Fixierlosung gelegt, 
jedoch ohne dabei zu schutteln! (Es losce sich dabei 
leicht von der Folie ab) Danach wurde 5 min gewasser: 
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Protejjifarbu n a *°r IEF^Gele mit Coomassie Blue 

Die fixierten Gele wucden ca. 2 Std. in FSrbelosung 
gelegt und dabei nut seht leicht bewegt . 

Kntfarben TEF-Gele 

Nach dec FSrbung wurde die uberschiissige Farbelosung 
mit Wasser abgesptilt und durch haufiges Wechseln des 
EntfSrbers das Gel entfarbt. Nach ausreichendem 
Entfarben wurde das Gel wied-er gewassert, bis dec 
Entfarber ausgewaschen war. 



Trocknen der IE F-Gele 

Die Gele wurden auf eine nasse, wasserdurchlass ige 
Klarsichtfolie oder Dialysemembran gelegt, mit der 
wasserundurchlassigen Seite nach oben und 1 std. bei 
80°C getrocknet. 

Beispiel 10 

Rioloaischft Mctivit^ t vnn rekombinantemJVAC 

A. Modifizierter Prothrombin Zeit Test (s.EPA o 181 465) 

Zitriertes, Plattchen freies Plasma (PFP) wurde in 
An- Oder Abwesenheit von rekombinantem VAC (r-VAC) 
oder naturlichem VAC zwei Minuten bei 37°C geruhrt. 
Nach der Inkubation wurde eine Losung aus brain 
tissue factor und Ca ++ zugegeben. Die 
Fibrinbildung wurde beobachtet , die Ger innungszeit 
optisch registriert. Die Ergebnisse sind in Fig. 33 
dargestellt und belegen, dafi r-VAC und VAC die 
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Fibrinbildung dosisabhangig ihhibieren. Die 
spezifischen AktivitSten des r-VAC und des VAC 
bewegen sich ia derselben GroBenordnung. 

Thrombin Zeit Test (s. EPA 01 181 465) 

Zitriertes PFP wurde in An- Oder Abwesenheit von 
r-VAC Oder VAC zwei Minuten bei 37°C geruhrt. Nach 
der Inkubation wurde Thrombin und Ca zugegeben. 
Die Fibrinbildung wurde optisch beobachtet. Sowohl 
r-VAC als auch VAC intiibieren nicht die 
Thrombin-induzierte Fibrinbildung wie aus Fig. 34 zu 
entnehmen ist. Folglich intiibieren sowohl r-VAC als 
auch VAC die Thrombinbildung, nicht jedoch die 
Thr omb i nwi r kung . 

Faktor Xa-Blldung in Gewebef aktor-aktiviertem Plasma 
(s. EPA 0 181 465) 

Zitriertes PFP wurde in An- Oder Abwesenheit von 
r-VAC Oder VAC zwei Minuten bei 37°C geriihrt. 
AnschlieSend wurde eine Losung von "brain tissue 
factor" und Ca ++ zum PFP gegeben, urn so. die 
Koagulation in Gang zu setzen. Zu bestimmten Zeiten 
wurden Proben entnommen und in einem Puffer lOOOf ach 
verdiinnt. 10 ul dieser Losung wurden zu 40 yl 
einer Mischung, die die nachf olgenden Komponenten 
des Prothrombinase-Komplexes enthielten, zugegeben. 

0,6 nM Faktor Va 

50 uM Phospholipids (80% Dioleoyl-phospat idyl- 
cholin/20% Dioleoyl-phosphatidylserin) . 
l r 0 uM Prothrombin 
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Nach einer Reaktionszeit von zwei Minuten wurde dec 
Anteil an aktiviertem Pcothcombin ducch die 
amidolytisctie Aktivitat unter Verwendung des 
chcomogenen Substcats S 2238 beucteilt. Die Menge an 
amidolytischec Aktivitat, die so gemessen wucde, ist 
dec Menge an aktivem Paktoc X Q in dem PFP dicekt 
proportional. 

Nach 1000-fachec Verdiinnung bei Anwesenheit von VAC 
in dem PFP konnte keine Auswirkung auf die 
Prothrombin-Aktivierung beobachtet wecden. 

Eine typische Faktor X a -Bildungskurve und die 
Auswirkungen von c-VAC und VAC sind in Fig. 3 5 
dargestellt. Ducch diese Ecgebnisse kann 
festgestellt wecden, dafl c-VAC die Gewebef aktoc- 
induzierte Faktoc X-Aktiviecung im Plasma, in 
dosisabhangiger Weise wie VAC inhibiert. 

Die Ecgebnisse zeigen weitechin indicekt, daB sowohl 
r-VAC als auch VAC den Faktoc X a direkt nicht in 
einer zeitabhangigen Weise inaktivieren. Diese 
Aussage kann aus dec Focm der Kucve hergeleitet 
werden. Nachdem ein Maximum ecceicht ist, beginnt 
die Menge an aktivem Faktoc X & in dem PFP, einec 
Kinetik Pseudo 1. Ocdnung folgend, abzunehmen. Diese 
Abnahme cesultiect vecmutlich aus dec Inaktiviecung 
des Faktors X fl ducch Antichcombin III. Die 
Geschwindigkeitskonstante Pseudo 1. Ocdnung, die aus 
diesen Daten becechnet wucde, betcagt ca . 
0,25 min" 1 und andert sich nicht bei Abwesenheit 
von r-VAC und VAC . 
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Diese Daten belegen eindeutig, dafl r-VAC 
VAC-Aktivitat zeigt. Obwohl die spezifische 
Aktivitat von r-VAC in diesem Koagulationstest 
identisch ist mit. der von VAC und obwohl r-VAC 
Faktor X und Thrombin direkt nicht inaktiviert, 
wurden zusatzlich noch Untersuchungen zur 
r-VAC -Bindung an Phospholipids dtirchgef iihrt , um 
zweifelsfrei die Zugehorigkeit der VAC-Aktivitat zum 
r-VAC zu demonstrieren. 

Die Bindung von r-VAC und VAC an eine Phospholipid- 
Doppelschicht, die aus Dioleoylphosphatidylcholin 
und Dioleoylphosphatidylserin (80%/20%) besteht, 
wurde durch Verwendung eines automatischen 
Ellipsometers bestimmt. Dies Verfahren wurde von 
Cuypers et al. in J. Biol. Chem. 258 (1983), 
2426-2431 beschrieben. 

Ein typisches Ergebnis dieser Studie gibt Fig. 3 6 
wieder. Sowohl r-VAC als auch VAC zeigen id'entische 
Bindungskinetik an die Doppelschicht , wenn sie in 
einer Konzentration von 1 ug VAC/ ml dieser 
Doppelschicht zugesetzt wurden. Die Bindung erfolgt 
in Anwesenheit von Ca 2+ und ist, wie durch die 
Zugabe von EDTA gezeigt werden konnte, reversibel. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daS r-VAC 
biologisch aktiv ist und von natiirlichem VAC nicht 
zu unterscheiden ist. 
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Beispiel 11 

Konstruktion Tetracyclin-resjiste'nter VAC-alpha und 
VAC-beta Expressionsvektoren (pGN2 5 , pGN26) 

1 ug pAT153 wurde in 50 ul Losung mit EcoRI 
geschnitten. Die Enzymakt ivitat wurde durch Erhitzen 
auf 70°C zerstort, und die uberhangenden Enden durch 
Zusatz von DNA-Polymerase I/Klenow Fragment (PollK)(5 
units) und den vier Desoxyribonukleosidtr iphosphaten 
(je 20 11M Endkonzentration) in einer fill in Reaction 
begradigt. Nach Erhitzen auf 70°C zur Zerstorung der 
PolIK Aktivitat wurde die DNA mit Athanol ausgefallt. 
Die linearisierte DNA wurde in 50 ul mit Pvul 
nachgeschnitten. 

pRH291 bzw. pRH292 wurden zunachst mit SphI 
linearisiert und das 3' uberhangende Ende durch die 3' 
exonukleolyt ische Aktivitat der PolIK in Gegenwart von 
dGTP abgebaut. Nach Fallen der DNAs wurden diese mit 
Pvul nachgeschnitten. Die Fragmente aus alien drei 
Verdauen wurden auf einem Agarosegel getrennt und die 
entsprechenden Fragmente eluiert (pAT153: 3032 bp, 
PRH291: 1987 bp, pRH292: 2607 bp). 50 ng pAT153 
Fragment wurden mit 50 ng pRH291 bzw. pRH292 Fragment 
versetzt und in 10 ul ligiert. 100 ul kompetenter 
E.coli HB101 wurden mit 5 ul der Ligaselosung 
versetzt und t ransf ormier t . Die Selektion erfolgte auf 
LB-Agar, der 100 ug/ml Ampicillin enthielt. Von den 
entstandenen Klonen wurden einige auf LB-Agar mit 12,5 
ug/ml Tetracyclin ausgestr ichen. Die darauf 
wachsenden Klone wurden zur Herstellung von Plasmid DNA 
verwendet. Die in einer Minipraparat ion hergestellte 
Plasmid-DNA wurde mit ver schiedenen Restrikt ionsenzymen 
geschnitten und so die Richtigkeit der Konstruktion 
uberprtlft. Jewells ein Klon wurde ausgewahlt und rsi: 
pGN25 (VAC-alpha) Oder DGN26 fVAC-ber^n 
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E.coli HB101/pGN25 bzw. HB101/pGN26 wurden, wie in 
Beispiel 7 beschr ieben, einer Fermentation unterzogen, 
wobei diesmal anstelle des Amicillins 5 rag/1 
Tetracyclin in der Vorkultur verwendet wurden. Wahrend 
der Hauptf ermentation wurden Aliquots entnomraen und auf 
einem 15% Acrylamid/.O , 1% SDS Gel nach Lammli 
untersucht. Es wurde kein Unterschied zu den 
Fermentationen von E.coli HB101/pRH291 bzw. HB101/ 
pRH292 f estgestellt • Aus der Biomasse der Fermentation 
wurde VAC-alpha und VAC-beta gereinigt. Die 
Proteinanalyse ergab ebenfalls keinen Unterschied zu 
den entsprechenden rekombinanten Proteinen aus den 
Fermentationen der Klone HB101/pRH291 und HB101/pRH292 . 

Beispiel 12 

Reiniquncr von rekombinantem VAC-B 



Ausgangsmaterial : E.coli HBlOl/pRH 292. 

Die Zellen waren zentrif ugiert und 
bei -70°C eingefroren worden. 

a) Zell Homogenisierung und Extraktion 

100 g gefrorener Zellkuchen wurde in 500 ml 
eiskaltem Lyse-Puffer (100 mM.TRIS/HCl, 50 mM EDTA 
und 200 mM NaCl, pH 7,5) suspendiert und mit einem 
Ultra-Turrax (5 kurze Impulse) zur Zerstorung von 
Klumpen behandelt. Die Suspension wurde danach 3-maI 
durch eine Manton-Gaulin Presse bei 6.000 psi 
gefuhrt. Zuletzt wurde die Presse mit 300 ml 
Lyse-Puffer gespiilt. Zur homogenisierten Suspension 
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wurde langsam eine 5%ige Losung PEI 
(Polyethylenimin, Molekulargewicht 30.000-40.000) , 
das mit 5 N HC1 auf pH8 eingestellt worden war, bis 
zu einer Endkonzentrat ion von 0,5% PEI, hinzugefiigt. 
Nach 30-mimitigem Rtihren in einem Eisbad wurde die 
Losung bei 9.000 g, 60 min. und 4°C unter Verwendung 
einer Beckmann J2-21 Zentrifuge geklart (roher 
Extrakt) . 

b) Chromatographie an Silica 

Silica Catalyst Carrier, Grade 953W (Grace GmbH, 
Worms, BRD) wurde in dest illiertem Wasser geklart 
und in eine Chromatographiesaule von 5 cm 
Durchmesser und 20 cm Hohe gefullt. Nach 
ftquilibr ierung mit Lys-Puffer wurde der rohe Extrakt 
auf die Saule aufgetragen und mit 3 1 Lys-Puffer 
gewaschen. VAC-8 wurde mit einem Lineargradienten 
von Tetraethylammoniumchlor id in Lys-Puffer (0-1 M 
in 200 ml Puffer) eluiert. Fraktionen des Eluats 
wurden durch SDS-PAGE auf VAC-6 unter Verwendung von 
Ref erenz-Mater ial kontrolliert . VAC-B enthaltende 
Fraktionen wurden gesammelt. 

c) Chromatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

Die gesammelten Silica-Frakt ionen wurden gegen 20 mM 
TRIS/HC1 pH 8,4 dialysiert und auf eine' 175 ml 
DEAE-FF-Sepharose-Kolonne (26 x 330 mm, Pharmacia), 
die mit 20 mM TRIS/HC1 pH 8,4 equilibciert worden 
war, aufgetragen. Die Kolonne wurde mit 500 ml 
Pufferlosung gewaschen und VAC-B mit einem 
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Gradienten von 0-500 mM NaCl in 875 ml Puf ferlosung 
(5 Kolonnen Vo lumen) eluiert. Das Eluat wurde bei 
280 nm kontrolliert und durch SDS-PAGE, unter 
Verwendung eines Ref erenz-Materials analysiert. 
VAC-B enthaltende Fraktionen wurden gesammelt und 
unter Verwendung einer AMICON Ultraf iltrationszelle 
un& eines PM 10-Typ Ultrafilters .konzentr ie'rt . 

d) Chromatographie an Sephacryl S-200 "High Resolution" 

Eine Pharmacia K 26/100 Kolonne (500 ml) wurde mit 
Sephacryl S-200 HR (Pharmacia) beladen und mit 20 mM 
Bis-TRIS/HCl + 100 mM NaCl pH 8,4 bei einer 
Durchf luBrate von 120 ml/Stunde equilibr iert . 4 ml 
Aliquots des konzentr ierten DEAE-FF-Sepharose-Pools 
wurden auf die Saule aufgetragen und die 
Durchf luBrate auf 60-80 ml/Stunde reduziert. Das 
Eluat wurde bei 280 nm uberwacht. Der VAC-B 
reprasentierende Peak war der einzige Peak des 
UV-Profils, Er wurde gesammelt, wobei hochmolekulare 
Verunreinigungen, die ebenfalls im UV-Profil 
detektierbar waren verworfen wurden. Das gereinigte 
VAC-B wurde durch SDS-PAGE analysiert und bei -20°C 
aufbewahrt. 
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Tabelle: Reinigung von cekombinantem VAC-8 

Ausgangsmater ial : 100 g gefrorener ZellKuchen 

Volumendnl ) mq Protein/ml^ - mq tota 



ROHEXTRAKT 810 16,1 13.040 

SILICA DURCHFLUSS 2270 0,35 795 

VAC-beta SILICA POOL 380 5,0 1.900 

VAC-beta DEAE-FF-POOL 120 2,6 312 

DEAE-FF-POOL KONZENTRAT 4 5 8 23 2 

VAC-beta SEPHACRYL-POOL 3 3,5 2,2 74 



X) 



Protein bestimmt durch BIO-RAD Protein Assay (Standard 
bovine serum albumin) 
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Beispiel 13 

Analytic und Charakterisieruncr von VAC-beta 

Als In Process Kontrolle zwischen den einzelnen 
Reinigungsschritten wurde die SDS-Gelelektrophorese 
verwendet.. Die genaue Durchf uhrung dieser Analyse 
erfblgte gleicti wie bei den Endkontrollen und ist dort 
beschrieben. Eine Serie der wahrend einer Reinigung 
erhaltenen SDS-Gele ist im Beispiel 12 (Reinigung von 
VAC- bet a) enthalteri. 

Als Endkontrollen und zur Charakterisierung des 
gereinigten Proteins wurden die folgenden Methoden 
verwendet: 

a) Gelpermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

c) Amino saureanalyse 

d) N-terminale Sequenzierung 

e) SDS-Gelelektrophorese 

f) Isoelektrische Fokussierung 

a) Gelpermeat ions -HPLC 

Saule: Waters, Protein Pak I 125, 2 x (7,8 x 300 

mm) f 10 y.m Teilchendurchmesser 
. Raumtemperatur 

Eluens: 0,5 M Na 2 S0 4f 0,02 M NaH^ P0 4 , pH 

7,0, 0,04% Tvreen 20, 25% Propylenglykol 

FluSrate: 0,5 ml/min 



Detektion: UV-Absorption, 214 nm, 0,5 AUFS 
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Das Chromatogramm (Fig. 40) von gereinigtem VAC-beta 
zeigt den Hauptpeak des VAC-beta Monomeren bei einem 
Molekulargewicht von 29.000, daneben ist eine geringe 
Menge dimeres VAC-beta (M etwa 50.000) nachweisbar. 
Diese Werte fiir das Molekulargewicht liegen relativ 
weit unterhalb des erwarteten Wertes (M 37.000), was 
wahrscheinlich darauf zuriickzuf uhren ist, dafl die hier' 
verwendete Gelpermeat ions-Saule nach der MolekulgroBe 
bzw. -gestalt trennt und nicht nach dem 
Molekulargewicht 



b) Reverse Phase HPLC 



Saule : 



Bakerbond WP C. 0 , 4, 6 x 250 mm, 5 urn 
Teilchendurchmesser , 30 nm Porendurch- 
messer , Raumt empera tur 



Eluens A: 
Eluens B: 
Gradient : 

FluBrate : 
Detektion: 



0,1% Tr if luoressigsaure in Wasser 
0,1% Trif luoressigsaure in Acetonitril 
20% B fur 2 min, 20 - 68% B in 24 min, 
68% B fur 10 min, 68 - 20% B in 1 .min . 
1 ml/min 

UV-Absorption, 214 nm, 0,5 AUFS 



Das Chromatogramm (Fig. 41) stammt direkt aus dem 

Eluat der let2ten Reinigungss tuf e und zeigt 

hauptsachlich den Peak des oxidierten VAC-beta (2 

Disulf idbrucken, t_ = 26,6 min). Daneben sind etwa 9% 

R 

reduziertes VAC fi (t =27,4 min) sowie einige 

K 

kleinere Peaks von restlichen Verunreinigungen 
nachweisbar . 

Das Chromatogramm (Fig. 42) zeigt dieselbe VAC-beta 
Probe nach 2 Stunden Inkubation in 3 M Harnstoff, 0,05 
M Dithiotreitol . Das Protein liegt hauptsachlich in 
der reduzierten Form (r = 27,4 min) vor. 
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c) Aminosauceanalyse 

Gereinigtes VAC-beta wurde tiber Reverse Phase HPLC 
(Methode siehe unter b) entsalzt. Der Hauptpeak von 
VAC-beta wurde in einem Hydrolyserohrchen gesammelt 
und getrocknet. 

Die Hydrolyse erfolgte rait 6 N SalzsSure (rait 1% 
Phenol) in der Gasphase (110 d C, 22 Stunden) . 

Die Bestiramung der Aminosauren erfolgte mit einem 
Amino saureanalysator ((Typ 6300, Fa. Beckman) tiber 
eine Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin. 

Die Aminosaureanalyse (Fig. 43) einer VAC-beta Probe 
weist eine Gesamtabweichung gegeniiber der 
theoretischen Zusammensetzung von 6.56% auf. 

d) N-terminale Sequenzierung 

Gereinigtes VAC-beta wurde iiber Reverse Phase HPLC 
(Methode siehe unter b) entsalzt. Der Hauptpeak von 
VAC-beta wurde gesammelt und getrocknet. 

Der Ruckstand wurde in 75 vl 0,1% Trif luoressigsaure 
gel5st und ditekt fur die Sequenzierung verwendet. 

Die Sequenzierung erfolgte mit einem 

Gasphasensequenator der Fa. Applied Biosystems (Modell 
470 A9) mit dem Programm 39apth. 

Mit einer Ausgangsmenge von etwa 1 nM konnte bis zur 
39. Aminosaure sequenziert werden. Es wurde 100%ige 
Ubereinstimmung mit der erwarteten Sequenz gefunden. 
N-terminales Mettiionin wurde of f ensictit lich zu 100 v $ 
abgespalten. (Fig. 44) 
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e) SDS-Gelelektrophorese 

Die SDS-Gelelektrophoresen wurden weitgehend nach der 
Originalvorschrif t von U.K. Lammli durchgef tihrt . Fiir 
in process Kontrollen wurden VAC-beta-Proben vor dem 
Auftragen mit Dithiothreitol versetzt und aufgekocht. 
9 Endkontrolleh erfolgten sowohl unter reduzierenden als 

auch unter nicht reduzierenden Bedingungen. 
Die Farbung der Gele erfolgte mit Coomassie Blue. 

Fig. 45 zeigt ein SDS-Gel von VAC-beta Proben. 

Spur 1 und 10: Molekulargewichtsmarker 

Spur 2 und 3: In Process Probe von VAC-beta mit und 

ohne DTT (Dithiothreitol) 

Spur 4 und 6: 10 v-g VAC-beta nicht reduziert 

Spur 5 und 7: 10 ug VAC-beta mit DTT reduziert 

Spur 8 und 9: 1 ug VAC-beta nicht reduziert 

VAC-beta ohne Redulct ionsmittel ist als Doppelbande 
nachweisbar. Die intensivere untere Bande bei M etwa 
36.000 ist die oxidierte Form, die obere Bande bei M 
etwa 38.000 die reduzierte Form von VAC-beta. Die 
mengenmaSige Verteilung der beiden Formen ist besser 
aus den Spuren 8 und 9 ersichtlich. 

Nach Zugabe von DTT als Reduktionsmittel ist daher nur 
mehr die obere Bande sichtbar (siehe Spur 3, 5 und 7). 
Da die Spuren 4 bis 7 stark uberladen sind, sind neben 
den VAC-beta Banden auch einige Banden von restlichen 
Verunreinigungen sichtbar. 

f) Isoelektrische Fokussierung 



Die Farbung erfolgte mit Coomassie Blue. 
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Die isoelektrische Fokussierung Fig. 46 (.3 . 3 . 198&/51) 
von weitgehend gereinigtem VAC-8 zeigt, daS VAC-B 
direkt aus der letzten Reinigungss.tuf e (Spur 2 und 3) 
zwei Hauptbanden bei pH 5,3 5 bzw. 5,45 ecgibt. Der 
isoelektrische Puiikt (pi) von VAC-8 ist damit deutlich 
basischer als der von VAC-a (pl=4,9), was 
denErwartungen entspricht, da VAC-B weniger saure 
Antinosaucen enthalt. 

Nacti der Reduktion mit Dithiothreitol (Spur 4 und 5) 
ist die Hauptbande bei pH 5,45 stark angereichert . 
Diese stellt of f ensichtlich die reduzierte Form von 
VAC-8 dar. 

Beisoiel 14 

Biolocische Alctivitaten von VAC-a und VAC-B 

1. EfCekt von VAC-a und VAC-8 auf die Prothrombinase 
Aktivitat . 

Der Prothrombinase Komplex wurde aus gereinigten 
bovinen Koagulationsf aktoren und Phospholipiden 
rekonstituiert . Er bestand aus 0,3 nM Faktor Xa, 
0,6 nM Faktor Va, 1 nM Prothrombin, 2 uM 
Phospholipid Vesikeln (25% Dioleoyl-phosphatidyl- 
serin, 75 % Dioleoyl-phosphatidylcholin) - und 3 mM 
CaCl 2 - 

Prothrombin Aktivierung wurde f olgendermaBe.n gemessen 
Faktor Xa, Va, Phospholipide, Ca ++ und variierende 
Mengen VAC wurden zwei Minuten bei 37°C inkubiert. Di 
Aktivierung des Prothrombin wurde durch dessen Zugabe 
gestartet. Zu vetschiedenen Zeiten wurden Proben der 
Mischung in folgendem PUffer aufgenommen: 
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50 mM TRIS/HC1, 175 mM NaCI, 0,5 rag/ml BSA, 20 mM EDTA 
und 0,23 mM S2238. Amidolytische Aktivitat wurde bei 
405 nm vetfolgt. Aus einer standardkurve , die rait 
bekannten Mengen Thrombin erstellt worden war, wurde 
anschliefiend die Menge an aktiviertem Prothrombin 
bestimmt. Fig. 47 gibt das Ergebnis wieder. 



2. Phospholipase Inhibitor Aktivitaten von VAC 

E.coli wurde metabolisch mit 3 H-olsaure markiert und 
weiterbehandelt wie beschrieben (Davidson, F.F. et al. 
(1987) J. Biol. Chem. 262, 1690-1705). Die E.coli 
Membran Praparation enthielt 198 uM Phospholipids 
mit einer spezifischen Aktivitat von 1,2 x 10 
cpm/nMol Phospholipid. Diese Membran Praparation 
diente als Phospholipasesubstrate in dem Assay, der 
wie folgt durchgefuhrt wurde: 103 ul 0,1 M TRIS/HC1, 
pH 8,0, unterschiedliche Mengen an VAC und Ca ++ 
enthaltend und 10 v-l E.coli Membranen wurden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zum Zeitpunkt 0 wurden 10 
ul 0,1 M TRIS/HC1, pH 8,0, 2 ng bovine Pankreas 
Phospholipan A enthaltend zugegeben. Nach zwei 
Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul 2N 
HC1 und 50 ul 0,1 M TRIS/HC1 pH 8,0, das 100 ng/ml 
BSA enthielt, gestoppt. Die Mischung wurde bei 14.000 
rpm fiinf Minuten zentr if ugier t . Die Menge an . 
f reigesetzter 3 H-olsaure wurde durch 
Szintillationszahlung des tiberstandes bestimmt. 
Prozent Inhibition der Phospholipase A 2 Aktivitat 
wurde f olgendermaSen berechnet : 



100%-[(cpm pla+vac -cpm blank )/(cpm pla -cpm blanc )]*100% 
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Hierbei bedeutet cpm pla+VAC , cpm pla und cpm blank 
die cpm, die in den Uberstanden der Mischungen, 
entweder Phospholipase A 2 und VAC, Phospholipase A 2 
Oder VAC enthaltend, gemessen wurden. Die Ergebnisse 
finden sich in den Figuren 48, 49, 50 und 51. 



Beispiel 15 

Hecstellung von monoklonalen AntikQrpern gegen VAC-a 

1. Kopplung von VAC-a an "keyhole limpet" - . 
Hamocyanin (KLH) 

VAC-a wurde f olgendermaBen kovalent an "keyhole 
limpet" - Hamocyanin (KLH; SIGMA chemical company, St. 
Louis, USA, Katalog-Nummer H-2133) gekoppelt. 

1.1 VAC-a/KLH Preparation 1: 

0,51 mg VAC-a wurden in 1,5 ml isotoner 
phosphat-gepuf f erter Natriurachlorid-L6sung pH 7,2 
(im folgenden "PGS" abgekurzt) gel5st und mit 
0,12 ml einer KLH-L5sung (8 mg/ml in PGS) gemischt. 
0,017 ml einer 25%igen GlutardialdehydlSsung wurden 
hinzugefiigt und das Gemisch 45 Minuten lang bei 
Baumtemperatur inkubiert Danach wurde tiber Nacht 
gegen 1 1 PGS dialysiert. Portionen dieser Losung 
wurden. bei -20°C gelagert. 

1.2 VAC-a/KLH Praparation 2: 

2,54 mg VAC-a wurden in 2 ml 0,1 M 
Kaliumphosphat-Puf f er pH 7,0 gelost und mit 0,3 ml 
KLH-Losung (siehe 1.1) gemischt. 0,023 ml einer 
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25%igen Glutardialdehyd-LSsung wurden hinzugef iigt 
und das Gemisch 45 Minuten lang bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde tiber Nacht gegen 1 1 PGS 
(siehe i.l) dialysiert. Portionen dieser Losungen 
wurden bei -20°C gelagert. 

2. iramunisierung 

Eine 10 Wochen alte weibliche Balb/c-Maus wurde 
f olgenderraaBen immunisiert : 



Immunisierung Tag VAC-a/KLH Praparation Adjuvans 



1 


1 


1 


(0.15 


ml) 


komplett 


2 


24 


1 


(0.15 


ml) 


inkomplett 


3 


49 


1 


(0.15 


ml ) . 


inkomplett 


4 


188 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplet t 


5 


2 25 : 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


6 


258 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


7 


265 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


8 


271 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


9 


272 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


10 


273 


2 


(0.1 


ml) 


kein 



Alle Immunsierungen, ausgenommen die letzte, erfolgten 
durch intraperitoneale Injektion einer Emulsion 
gleicher Volumina von Ant igen-Losung und Freund'schem 
Adjuvans . 

3. Zellfusion und Hybridom-Selektion 

Peritoneale Zellen wurden aus Balb/c Mausen durch 
Spiilen mit einer sterilen Saccharose-Losung (110 g/1 i 
deionisiectem Wasset) gewonnen, durch Zentr if ugation 
gesammelt und in Roswell Park Memorial Institute 1640 
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Medium mit Natrium-Penicillin G (100 Einheiten/ml) und 
Streptomycin (50 Einheiten/ml) (im folgenden 
"Kulturmedium genannt) mit 10% fotalem Kalbsserum in 
einer Zelldichte von etwa 3,5 x 10 4 Zellen/ml 
suspendiert. 0,1 ml - Aliquots wurden in die 
Vertiefungen von Gewebelculturplatten (96 Vertiefungen 
pro Platte) pipettiert; die Platten wurden iiber Nacht 
inkubiert. 

Einen Tag nach der letzten Immunisierung wurde die Maus 
in &ther anasthesiert und getotet. Die Milz wurde 
aseptisch entnommen und die Milzzellen wurden durch 
vorsichtiges Schaben auf einem Stahlgitter gewonnen. 
Die Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium suspendiert und 
durch Zentrifugation gesammelt. 

P3x63Ag8,653. Maus-Myelomzellen (Kerney et al., J. 
Immunol- 123, 1548, 1979) wurden in stationarer 
Suspensionskultur in Kulturmedium mit 10% fotalem 
Kalbsserum geziichtet. Etwa 10 8 Zellen wurden durch 
Zentrifugation gesammelt* Die Myelomzellen wurden zu 
den Milzzellen zugegeben; die gemischte Zellpopulation 
wurde neuerlich durch Zentrifugation gesammelt und in 
3 ml einer sterilen Losung von 40% Polyathylenglycol 
4000 (Merck, Darmstadt BRD, Katalognummer 9727) in 
Kulturmedium suspendiert. Die Suspension wurde 1,5 
Minuten bei Raumtemperatur vorsichtig geschuttelt und 
anschlieBend 1 Minute stehen gelassen. 3 ml 
Kulturmedium wurden unter standigem Schiitteln iiber 
einen Zeitraum von 1,5 Minuten zugetropft, die 
Suspension dann eine Minute stehengelassen. 
AnschlieBend wurden weitere 6 ml Kulturmedium unter 
Schiitteln iiber 1,5 Minuten zugetropft und 1 Minute 
stehen gelassen. - Die Suspension wurde in der Folge 
unter Schiitteln mit 12 ml Kulturmedium mit 10% fotalem 
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Kalbsserum tropfenweise wahrend drei Minuten verdunnt, 
dann 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die 
Zellen wurden durch Zentrif ugation gesammelt und in 
150 ml Kulturmedium mit 20% fStalem Kalbsserum, 
Thymidin (1,6 x 10" 5 M), Hypoxanthin (10~ 4 M) und 
Aminopterin (4 x 10" 7 ) (in der Folge "HAT-Medium" 
genannt) suspendiert. Je 0,1 ml dieser Suspension 
wurden in die Vertiefungen einer Zellkultur-Platte 
pipettiert, in die am Vortag peritoneale Zellen 
eingesetzt worden waren (siehe oben) ; die Platten 
wurden drei Tage inkubiert. 0,075 ml HAT-Medium wurden 
zugegeben, anschlieBend wurden die Kulturen weitere 8 
Tage inkubiert. Alle Inkubationen der Zellkulturen 
wurden bei 37°C in einer wasserdampf-gesattigten 
Atmosphare von 5% C0 2 in Luft ausgefiihrt. 

3. Screening nach Hybridomen, die Antikorper gegen 
VAC-a produzieren 

Das Screening wurde mit Hilfe eines Enzym-Immuntest 
durchgefiihrt. Die Vertiefungen einer fur 
Enzym-Immuntests geeigneten Mikrotiter-Platte wurden 
mit VAC-a beschichtet (0,005 mg/ml in 0,1 M 
Natriumkarbonat-Puffer pH 9,6; tiber Nacht bei 2-8*C 
oder eine Stunde bei 37°C) . Die Losung -wurde entfernt 
und ie Platten wurden einmal mit deionisiertem Wasser 
gewaschen. Freie Protein-Bindungsstellen wurden mit 
einer Losung von Rinderserum-Albumin (5u/ml in 
isotoner phosphat-gepuf f erter Kochsalzlosung pH 7,2 
[PGS]) eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, 
anschlieBend einmal mit Wasser gewaschen. In jede 
Vertiefung wurden 0,1 ml Hybr idom-ttberstand zugegeben 
und 2-3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieBend wurden die Oberstande entfernt, die 
Vertiefungen wurden dreimal mit Wasser gewaschen. 
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0,05 ml einer L6sung von mit Meerrettich-Peroxidase 

konjugierten Kaninchen-Antik6rpern gegen 

Maus-Immunglobuline (Dakopatts, Kopenhagen, DSnemark, 

Katalognummer P161; 1:2000 in PGS mit 5 mg/ml 

Rinderserumalbumin wutden zugegeben und drei Stunden 

bei Raumtemperatur inkubiert, anscblieSend dreimal mit 

Wasser gewaschen. 0 , 1 ml einer frisch hergestellten 

Miscbung gleicner Volumina von Losungen von 

ortho-Pnenylendiamin (8,65 mg/ml in 0,1 M Kaliumzitrat 

pH 5), Natrium Petbonat (3,75 mg/ml in 0,1 M 

Kaliumzitrat pH 5) und Wasser wurden zugegeben. Nach 30 

Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden 0,1 ml 4 N 

H SO zugegeben. Die optiscne Dichte der Losungen 
2 4 

wurde in einem Mehrkanal-Photometer fur 
Mikrotiter-Platten bei 492 nia bestimmt. 
Zellfcultur-Medium mit 20% fotalem Kalbsserum wurde als 
negative Kontrolle, Serum der immunisierten Maus (in 
PGS mit 5 mg/ml Rinderserumalbumin verdiinnt) als 
positive Kontrolle verwendet, Kulturtiberstande aller 
Hybridom-Kulturen wurden in zwei unabhangigen Tests 11 
bzw. 13 Tage nach der Zellfusion getestet. Kulturen, 
die in beiden Tests ein positives Signal gaben f wurden 
in weiteren Screening-Test untersucht, in denen sowohl 
"unbeschictitete als auch mit VAC-a beschichtete 
Testplatten eingesetzt wurden. Zwei der Kulturen gaben 
wiederholt positive Brgebnisse mit beschictiteten, nicht 
aber mit unbesctiichteten Platten. Die Ergebnisse sind 
in der folgenden Tabelle zusammengef aBt : 
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Pcobe 



Optische Dichte bei 492 nm 



Experiment 1 



Experiment 2 



beschichtet beschichtet 

unbeschichtet unbeschichtet 



Mausserum 



1: 100 0,291 0,152 



1,735 0,475 



Hybridom VAA-8 1,061 0,102 

Hybridom VAA-9 0,552 0,187 



1,169 . 0,108 



0,387 0,109 



Negative Kontrolle 0,032 0,031 



0,071 0,055 



Beispiel 16: 

Herstellung der Expressionsvelctoren pRH281/n und 
pRH281/nT (n-5,6,7,8,9) 

Dec in der EPA Nr. 186 098 beschriebene 
Expressionsvektor pRHlOO hat verschiedene Nachteile: 

a) konstanter und nicht optimaler Abstand zwischen 
ribosomaler Bindungsstelle (RBS) und 

Trans la t ions start-ATG 

b) Zwischen RBS und ATG gibt es einige C's und G's 

c) die -35 Region des Serratia marcescens trp Promotors 
ist verglichen mit der E.coli Sequenz nicht optimal 
(TTGACT Statt TTGACA) 
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d) die EcoRI-Stelle voz dem Promoter, ist uberflussig. 

Es wurde ein Satz von Oligonukleot iden mit folgender 
Sequenz synthetisiert : 

:Trp-l-> ::Trp-3-> 

AATTGACGCTGATGGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAG6GTTGACATTGCC 
"CTGCGACTACCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGTAACGG 
<-Trp-2 : : 

: -->Transkript ions start 
: :Trp-5-> 

TTCGCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCTCGAGACGGTAAGG 
AAGCGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGAGCTCTGCCATTCC 

<-Trp~4 : : 

RBS 

SstI Clal 
EcoRI 



AGGTTTAATATGAGCTCGAATTCAT 
TCCAAATTATACTCGAGCTTAAGTAGC 

<-Trp-6 : 

RBS Translationsstart-ATG 
: n=5 : 

Jeweils 100 pMol der Oligonukleot ide Trp-2, Trp-3, 
Trp-4 und Trp- 5 wurden in 10 ill pbosphoryliert . Nach 
der Reaktion wurden aquimolare Mengen (je 100 pMol) 
Trp-1 und Trp-2, Trp-3 und Trp~4 sowie Trp-5 und Trp-6 
vereint, auf 100°C ertiitzt und durch langsames Abkiihlen 
hybridisiert . Die Oligonukleot idpaare wurden vereint . 
und in 55 ul ligiert. pAT153 wurde mit EcoRI und Clal 
doppelt geschnitten und das groBe Vektor fragment 
isoliert. 50 ng pAT153 Fragment wurden mit 20 pMol 
synthetischer Promotor DNA in 20 ul ligiert. 
Kompetente E-coli HB101 wurden mit dem entstandenen 
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Plasmid transf orraiert . Von den entstandenen Kolonien 
wurden einige ausgesucht, die Plasmid DNA isoliect und 
der Bereich der eingefiigten DNA durch Sequenzieren 
uberprtift. Ein Plasmid wurde ausgewahlt und mit 
PRH281/5 bezeichnet, wobei 5 die Zahl der Nukleotide 
zwischen der RBS und dem Translat ionsstart- ATG 
symbolisiert . 

Ausgehend von diesem Expressionsvektor wurde das 
XhoI-SstI Insert durch folgende Oligonukleotidpaare wie 
oben beschrieben ersetzt: 

a) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAATATGAGCT Trp-9 
CTGCCATTCCTCCAAATTTATAC Trp-10 



b ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAATAATGAGCT 

CTGCCATTCCTCCAAATTTATTAC 

c ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAAATAATGAGCT 

CTGCCATTCCTCCAAATTTTATTAC 

d ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAAAATAATGAGCT 

CTGCCATTCCTCCAAATTTTTATTAC 

Die resultierenden Expressionvektoren wurden pRH281/6, 
PRH281/7, pRH281/8 und pRH281/9 benannt . 

Diese neuen Expressionsvektoren weisen folgende 
Eigenschaf ten auf : 

a) die originale EcoRI-Stelle von pAT153 wurde zerstort. 

b) die -35 Region des Serratia marcescens Promotors ist 
jener des t rp-Promotors aus E.coli angepaBt. 

c) vor der artif iziellen ribosomalen Bindungsstelle 
befindet sich eine singulare Xhol-Stelle, die das 
Einbringen einer anderen RBS erlaubt. 



Trp-11 
Trp-12 

Trp-13 
Trp-14 

Trp-15 
Trp-16 
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d) Das G des Tanslat ionsstart-ATG ist die erste Base 
einer SstI (=SacI) Stelle. march Schnitt nit SstI und 
ansctilieBendeiti Abbau des 3 f tJberhanges entsteht ein 
gerades Ende, an das eine beliebige cDNA oder ein Gen 
ligiert werden kann. Beginnt diese DNA mit der ersten 
Base des zu translatierenden Bereichs, erfolgt eine 
korrekte Transcription und Translation in E.coli. 

e) 3'seitig; dieser SstI Stelle befinden sich eine 
singulare EcoRI, Clai und Hindlll Stelle, die fur ein 
gerichtetes Klonieren einer zu exprimierenden DNA 
verwendet werden kann. AuBerdem konnen auch die 
singularen Schnittstellen im Tetracyclin Resistenzgen 
zu diesem Zweck gebraucht werden. 

f) Die Variation /5 bis /9 erlaubt, den optimalen 
Abstand zwischen RBS und ATG fur das jewel lige Gen zu 
bes t immen* 

Manchmal ist es fur eine optiiaale Expression und. fur 
die Stabilitat des Plasmides n.otig, hihter das . 
exprimierte Gen einen Transkr iptionsterminator zu 
setzen (R.Gentz et al. , Proc. Natl. Acad.Sci. USA 78 
(.1981), 4936-4940). Das Hindlll-Sall Fragment . des 
PRH281/5 wurde durch Doppelverdau herausgeschnitten. 
Das fehlende Stuck wurde durch ein den phoA 
Transkriptionsterminator (H.Shuttleworth et al., 
Nucl. Acids Res. 14 (1986), 8689; C.N. Chang et al., Gene 
44 (1986), 121-125) enthaltendes Oligonukleo t idpaar 
ersetzt: 

:EBI-456-> 

AGCTTGGATCCGTCGACCGCGCCCGGCAGTGAATTTTCGCTGCCGGGTGG 
ACCTAGGCAGCTGGCGCGGGCCGTCACTTAAAAGCGACGGCCCACC 



BamHI - : 

Hindlll Sail 
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TTTTTTTGCTGC 
AAAAAAACGACGAGCT 
<-EBI-459: 

10 pMol des hybridisierten Oligonukleotidpaares wurden 
mit 100 ng Hindlll-Sall doppelt geschnittenen pRH281/5 
Vektorteil in 20 ul ligiect. Nach Transformation von 
E.coli HB101, Isolierung der Plasmid-DNA einiger 
Kolonien und deren Sequenztiberprttf ung wurde ein Plasmid 
ausgewahlt und mit pRH281/5T bezeichnet. 

In analoger Weise wie oben beschrieben wurde aus diesem 
Plasmid die Reihe pRH281/-6T, pRH281/7T, pRH281/8T und 
PRH281/9T unter Verwendung der Oligonukleotide Trp-9 
bis Trp-16 hergestellt. 



Beispiel 17: 

Mutanten des VAC-alpha 

Folgende Mutationen wurden an der VAC-alpha DNA 
durchgeftthrt (die Aminosaurenummerierung und die 
Basennummerierungen beziehen sich auf die Figur 4): 

a) Verkleinerung des VAC-Mo le kills : VAC-alpha besitzt 
eine vierfach repetierte 67/68 Aminosauren lange 
sequenz mit einer singularen N-terminalen Extension 
(Fig. 6). Drei verkurzte Formen wurden hergestellt: 
i) Deletion der Aminosauren 2 bis 18: Eliminierung der 
singularen N-terminalen Extension, Met-1 sitzt vor 
Ala-19 . 
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ii) Deletion dec dcitten und vierten Repeat: das 
Arg-161 Codon wurde zu einem Stopcodon mutiert. 

iii) Deletion der N-terminalen singularen Extension, 
sowie der ersten und zweiten Repeat. Met-1 sitzt vor 
Ala-165. 

b) Ein moglicher Angr if f spunkt beim proteolyt ischea 
Abbau des VAC-alpha stellt vielleicht das Arg-161 dar. 
Diese Aminosaure wurde daher mutiert: 

i) Arg-161 zu Glu-161 

ii) Arg-161 zu Gln-161. 

c) Durch Einbau einer Faktor Xa-Schnittstelle zwischen 
der zweiten und dritten Repeat kann vieileicht ein der 
Inhibition der Koagulat ionskaskade entkommender Faktor 
Xa an VAC gebunden werden und/oder dieses sogar in zwei 
funktionelle Half ten zerlegen, und so die Wirksacikeit 
von VAC-alpha erhStien. Es wurde daher folgende Mutation 
durchgefuhrt : Asp-168 zu Glu-168, Glu-169 zu Gly-169 
und Ala-170 zu Arg-170. Daraus ergibt sich die Faktor 
Xa Erkennungssequenz Ile-Glu-Gly-Arg, 

d) Urn die Frage der Wichtigkeit des Cysteins-316 ftir 
die biologisctie. Wirksamkeit zu beantworten, und 
zugleich seine Beteiligung an der Dimerenbildung zu 
uberprufen, wurde 

i) Cys-316 zu Ser-316 und 

ii) Cys-316 zu Val-316 
mutiert . 

e) Um den EinfluB der N-terminalen Extension zu 
studieren, wurde diese Extension (Ala-2 bis Ala-19) 
ersetzt durch die jeweiligen N-Termini aus Lipocortin 
I," Calpactin I und VAC-beta. 
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Als ecster Schritt wurde aus dem Expressionsvektor 
PRH291 der Expressionsvektor pGNlO hergestellt. Dieser 
Expressionsvektor besitzt die Phagen Lambda ell RBS an 
Stelle det in pRH291 vetwendeten STII-RBS. pRH291 wurde 
mit Xhol und Kpnl doppelt geschnitten. Das groSe 
Fragment wurde isoliert. 40 pMol des 
Oligonukleotidpaars EBI-725/EBI-727 mit folgender 
Sequen2: 

EB I - 7 2 5 TCGAGTTATCTAAGGAAATACTTACATATGGCACAGGTTCTCAGAGGTAC 
EBI -7 27 CAATAGATTCCTTTATGAATGTATACCGTGTCCAAGAGTCTC 

Xhol RBS ATG Kpnl 

wurden in 6 v-l hybridisiert und anschlieflend mit ca. 200 ng 
pRH291/groBes Fragment in 20 nl Losung ligiert. Kompetente 
E.coli HB101 wurden transf ormiert . Von den entstandenen 
Ampicillin- resistenten Kolonien wurden die Piasmide einiger 
Klone isoliert und die Sequenz des neuen Stiicks DNA uberpriift. 
Ein Klon wurde ausgewahlt und mit pGNIO bezeichnet. 

Als Vorbereitung fur die Mutagenesereaktionen wurde aus 
pGNIO das PvuII-SphI Fragment isoliert. PvuII schneidet 
im phoA Promotor Tell, SphI in der nicht translatierten 
Region der VAC-alpha cDNA. Das die VAC-alpha cDNA 
enthaltende Fragment wurde gereinigt und in die 
Smal/SphI doppelt geschnittene Doppelstrangf orm des 
M13mpl8 kloniert. Von den entstandenen Plaques nach 
Transformation von E.coli JM101 wurde eine ausgewahlt, 
und die M13/VAC-alpha Einzelstrang DNA in groBerem 
MaBstab praparier.t. 

Die Mutationsreaktionen wurden mit Hilfe des 
"Oligonucleotide- directed in vitro mutagenesis system" 
(Amersham, code RPN.2322) unter genauer Einhaltung des 
beigeftigten Protokolls durchgef tihrt . 



WU »8/U7570 
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Nach det Sequenzuberprtif ung der enstandenen Mutanten 
wurde die entsprechende Doppelstrangf orm der 
rekombinanten M13mp8/VAC-alpha Phagen-DNA in Form einer 
Plasiaid Minipraparation isoliert. Mit Ausnahme der 
Mutation mit -EBI-977 (Clal-Stelle auf Nt. 105-110) 
wurden diese DNAs mit Xhol und Spill doppelt 
geschnitten, und das die VAC-cDNA enthaltende Fragment 
isoliert. Ca. 50 ng dieses Fragments wurden mit 50 ng 
Xhol-Spkl doppelt geschnittenem pRH281/5 Vektorteil in 
10 Til Losung ligiert und das entstandene Plasmid in 
kompetente E.coli HB101 t ransf ormiert . Die Plasmide 
einiger result ierender Kolonien wurden isoliert und 
durch Restriktionsenzymverdau auf die Richtigkeit der 
Konstruktion uberpriift. AuBerdem wurde die letztendlich 
ausgewahlte Kolonie im LabormaBstab ferment iert, und 
die Proteine des Bakteriums einer Westernblotanalyse 
unter Verwendung "des Rabbit-anti-VAC- Antiserums 
unterzogen. 

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick uber die 
hergestellten Miitanten: 



Mutations* resultierender Eigenschaf ten des neuen 
Oligo Expressionsvektor Klons 

EBI-1051 pGN42 Deletion von Ala-2 bis 

Arg-18 

EBI-964 pGN29 Translat ionsstop auf 

161 (Deletion von Arg-161 
bis Asp-320) 

EBI-1105 pGN43 Deletion von Ala-2 bis 

Asp-164 



TV \J UU/U(J / V 
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EBI-1103 pGN44 Arg-161 ZU Gln-161 

EBI-1104 pGN45 Arg-161 ZU GlU-161 

EBI-960 pGN30 Faktor Xa-Schnittstelle 

auf 167 bis 170 • 



EBI-961 pGN41 Cys-316 zu Ser-316 

EBI-959 PGN46 Cys-316 ZU Val-316 

EBI-977 PGN31 Clal-Stelle auf Nt.105 bis 110 

Die Sequenzen dec Mutationsoligos sind (5'-->3'): 



EBI-1051: 
EBI-964: 



EBI-1104 
EBI-960: 



CCGAAGAGTTTCTGCATCAGCCATATGTAAGTATTTCCTTAG 
AATTCCAGCATCAGGGTCTTAGTTAGCCTGAAGGAGAAC 
EB I - 1 10 5 : AGCTTCATCAATTCCAGCCATATGTAAGTATTTCC 
EBI-1103: AATTCCAGCATCAGGGTCCTGGTTAGCCTGAAGGAGAAC 
AATTCCAGCATCAGGGTCTTCGTTAGCCTGAAGGAGAAC 
GCCTGAGCATCTTGTTCAACTTGACGACCTTCAATTCCAGCA 

TCAGGGTCTCTG 
EB I - 9 6 1 : CGTTAGTCATCTTCTCCTGAGAGCAGCAGAAGAGC 
EB I - 9 5 9 : CGTTAGTCATCTTCTCCCACGAGCAGCAGAAGAGC 
EBI-977: CAACAGAGTCAGGATCGATTCCTCATCTGTGCCC 

Die angegebenen Sequenzen sind komplemetar zu der 
DNA-Sequenz in Figur 4, was durch die Klonierung der 
VAC-alpha cDNA in den M13mpl8 bedingt ist. 

? Die mutierte DNA mit der Clal-Stelle auf Nt.105 bis 110 

wurde mittels EcoRI-Hindl 1 1 Doppelverdau aus der 
Doppelstrangf orm des rekombinanten M13mpl8 freigesetzt, 
isoliert und in EcoRI-Hindlll doppelt geschnittenen 
Bluescribe M13+ (Stratagene, La Jolla, Kalifornien, 
USA) kloniert. Das entstandene Plasmid wurde pGN31 
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genannt. pGN31 wurde mit Clal und Xhol doppelt 
geschnitten, und das groBe Fragment isoliert. Durch 
Einsatz verschiedener Oligonukleotidpaare wurde der fur 
Lipocortin I (K.-S. Huang et al. Cell 46 (1986), 
191-199), Galpactin I ( =Lipocort in II, K.-S. Huang et 
al. Cell 46 (1986), 191-199) und VAC-beta spezifische 
N- Terminus eingefiigt: 

a) Lipocortin I-spezif ischer N-Terminus 

:EBI-972-> :Start Lipocortin 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGGCAATGGTATCAGAATTCCTCAAGCA 
CTCCAACTCCACTAAAATACCGTTACCATAGTCTTAAGGAGTTCGT 

GGCCTGGTTTATTGAAAATGAAGAGCAGGAATATGTTCAAACTGTGAAGT 
CCGGACCAAATAACTTTTACTTCTCGTCCTTATACAAGTTTGACA.CTTCA 

::EBI-977-> 

CATCCAAAGGTGGTCCCGGATCAGCGGTGAGCCCCTATCCTACCTTCAAT 
GTAGGTTTCCACCAGGGCCTAGTCGCCACTCGGGGATAGGATGGAAGTTA 
<-EBI-988: : 

rFortsetzung VAC-alpha 
CCATCCTCGGATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCAC 
GGTAGGAGCCTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTG 

AGATGAGGAAT 
TCTACTCCTTAGC 
<-EBI-982: 

Je 1 pMol EBI-978 und EBI-988 wurden gemeinsam in 6 
y.1 phosphoryliert . Die Reaction wurde durch Erhitzen 
auf 100°C gestoppt, jeweils 1 pMol EBI-972 und EBI-982 
zugesetzt, die Losung nochmals auf 100°C erhitzt und 
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langsam abgekilhlt. Die beiden Oligonukleotidpaare 
wurden dutch Zugabe von Ligase miteinander ligiert. 
Danach wurde ca. 1 ug pGN31 Clal-Xhol groBes Fragment 
zugesetzt, das Volumen auf 40 y.1 erweitert und 
ligiert. Nach der Transformation von Icompetenten E.coli 
JM101 wurden einige Kolonien ausgesucht und deren 
Plasmide gemaB dem Bluescr ibe-Protokoll von Stratagene 
mit Hilfe eines Helperphagen in Einzelstrang-DNA 
uberftihrt und sequenziert. Eines der richtigen Plasmide 
wurde ausgewShlt und mit pGN32 bezeichnet. Mit Xhol und 
Hindlll (befindet sich hinter der Sphl-Stelle in der 
Multiklonierstelle des Bluescribe M13+) wurde das 
Insert aus dem Vektor geschnitten und gereinigt. 
PRH281/5 wurde ebenfalls mit Xhol und Hindlll doppelt 
verdaut und das Vektorf ragment isoliert. 200 ng pGN32 
Insert und etwa 50 ng pRH281/5-Vektorteil wurden in 20 
lil ligiert. Die DNA wurde in E.coli HB101 
transf ormiert , und die Plasmid-DNA einiger 
Ampicillin-resistenter Klone durch 
RestriKtionsenzymanalyse auf die Richtigkeit der 
Konstruktion iiberprtift. AuBerdem wurde die letztendlich 
ausgewahlte Kolonie im LabormaBstab f ermentiert , und 
die Proteine des Bakteriums einer Westernblotanalyse 
unter Verwendung des Rabbit-anti-VAC- Antiserums 
unterzogen. Das resultierende Expressionsplasmid fur 
das Lipocortin I/VAC-alpha-Hybrid wurde pGN35 genannt . 

b) Calpactin I spezifischer N-Terminus: 

:EBI-990-> Start Calpactin 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGTCTACTGTTCACGAAATCCTGTGCAA 
CTCCAACTCCACTAAAATACAGATGACAAGTGCTTTAGGACACGTT 



GCTCAGCTTGGAGGGTGATCACTCTACACCCCCAAGTGCATATGGGTCTG 
CGAGTCGAACCTCCCACTAGTGAGATGTGGGGGTTCACGTATACCCAGAC 

< - 
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::EBI-1001-> :Fortsetzung VAC-alpha 

T.CAAAGCCTATACTAACTTT6ATGCT6AGCGGGATGCAGAAACTCTTCG6 

AGfTTTCGGATATGATTGAAACTACGACTCGCCCTACGTCTTTGAGAAGCC 

EBI-985:: 

AAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAAT 
TTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-EBI-994: 

Die Herstellung des rekombinanten Bluescribe M13 + 
Plasmids pGN3 3, seine Sequenzuberprtif ung und das 
Umklonieren in den Expressionsvektor pRH281/5 etfolgte 
analog zu der fur das Lipocortin I - Hybrid 
beschriebenen Prozedur. Das resultierende 
Expressionsplasmid (Calpactin I/VAC-alpha-Hybrid) wurde 
pGN3 6 genannt . 

c) VAC-beta spezif isctier N-Terminus: 
:EBI-987-> :VAC-beta Start 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGGCCTGGTGGAAATCCTGGATTGAACA 
CTCCAACTCCACTAAAATACCGGACCACCTTTAGGACCTAACTTGT 

:VAC- 

GGAGGGTGTCACAGTGAAGAGCAGCTCCCACTTCAACCCAGACCCTGATG 
CCTCCCACAGTGTCACTTCTCGTCGAGGGTGAAGTTGGGTCTGGGACTAC 



alpha Fortsetzung 

CAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAAT 
GTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-EBI-989: 

Zur Herstellung des rekombinanten BluescribeM13+ 
Plasmids pGN34 wurde hier nur das Oligonukleotidpaar 
(je 1 pMol in 6 ul) durch Erhitzen und langsaraes 
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Abktthlen hybridisiert und anschliefiend wie oben in den 
Xhol-Clal doppelt geschnittenen pGN3l Vektor ligiert. 
Die Herstellung des Expressionsvektors pGN37 (VAC- 
beta/VAC-alpha-Hybrid in pRH281/5) erfolgte wie oben 
beschrieben. 
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Patentansprtiche 

DNA r kodierend fur eln Polypeptid/Proteln mit Ira wesentlichen 
den biologischen Eigenschaften der vascular-antikoagulierenden. 
Proteine. 

DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sle der Formel 
ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GIG ACT GAC TTC CCT GGA ITT 
GAT GAG CGG GCT GAT GCA XXX ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AG C ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 
AGT AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC TCT GCA GCT TIT AAG ACT CTG 
ITT GGC AGG GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CIA ACT GGA 
AAA ITT GAA AAA TTA ATT GIG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 
GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAC TAC CAG 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA GAC CCT GAT GCT 
GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 
• CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 
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ACC ATC ITT GGA ACA CGA AGT GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 
GAC AAG TAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 
GTG AAA TCT AIT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 
AGA GTC ATG GTT TCC AGG AGT GAG ATT GAT CTG TTT AAC ATC AGG 
AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 
AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 
TGT GGA GAA GAT GAC TAA 

• entspricht, wobei XXX fur GAA oder GAC steht und degenerierte 
Formen dieser DNA. 

DMA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet . dafi sie der Forme 1 
ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 
AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 
TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 
GAT GTG CTG ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCG 
AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG' CTC ATT GTG GCC CTT 
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ATG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 
ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 
AGC AGG GAT GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 
ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 
ACT CAC CTG CTG AGA GTG TTT GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 
AAG AGC ATT GAG -GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 
AGC TAG TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 
ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 
ATT GAC TTA AAT CTT ATC AAA TGT CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 
AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 
AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA 
entspricht und- degenerierte Forraen dieser DNA. 
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UNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Formel 

ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GTG ACT GAC TTC CCT GGA TTT 

GAT GAG CGG GCT GAT GCA XXX ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 

TIG GGC ACA GAT GAG GAG AGC ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 

AGT AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC TCT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 

TTT GGC AGG GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 

AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 

TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 

AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 

' GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 

AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAC TAC CAG 

CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA 

entspricht, wobei gegebenenfalls XXX fur GAA Oder GAC steht 
und/oder nach dem letzten AGA eln Stop-Codon steht und 
degenerlerte Formen dieser DNA. 

DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Formel 

GAC CCT GAT GCT 

GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 
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CAG GCI GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 

ACC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 

GAC AAG TAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 

GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 

GTG AAA TCT ATT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 

TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 

AGA GTC ATG GTT ICC : AGG AGT GAG ATT GAT CTG TTT AAC ATC AGG 

AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 

AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 

TGT GGA GAA GAT GAC TAA 

entspricht, wobel gegebenenfalls vor dem ersten GAC ein 
Inltlationscodon steht und degenerierte Formen dieser DNA. 

6, DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Formel 

ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 

AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 

TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 

GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 

AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
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AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 
ATG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 
ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 
AGC AGG 

entspricht, wobel gegebenenfalls nach dem letzten AGG ein 
Stopcodon steht und degenerierte Formen dieser DNA. 

DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Forme 1 

GAT GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 

CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 

ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 

ACT CAC CTG CTG AGA GTG TTT GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 

AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 

GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 

AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 

ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 
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AIT GAC TTA AAT CTT ATC AAA TGI CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 

AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 

AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GIG GGC AGC GAC CCC TGA 

entspricht, wdbei gegebenfalls vor dem ersten GAT ein 
Initiationscodon steht und degenerierte Formen dieser DNA. 

8. DNA nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
in den Abschnitt, der fiir die Linker-Sequenz zwischen der zweiten 
und dritten Repeat-Struktur kodiert, ein Oligonukleotid eingefiigt 
wird, das fiir eine Erkennungssequenz einer spezifischen Protease 
kodiert. 

9. DNA nach einem der Anspriiche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet , da3 
das fiir Arginin +161 (VAC-a) bzw. +167 (VAC -13 ) kodierende 
Triplett ersetzt wird durch ein Codon, das fiir eine Aminosaure 
kodiert, die ni'cht von Trypsin als bevorzugte Spaltstelle erkannt 
wird, beispielsweise fiir Histidin. 

10- DNA nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die fur Ly sin und/oder Arginin kodierenden Tripletts gezielt 
ersetzt werden durch Tripletts, die- fttr Histidin kodieren. 

11. DNA nach einem der Anspriiche 1 bis 3 und 5 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB das oder gegebenenfalls die fur Cystein 
kodierenden Tripletts ersetzt wird/werden durch fiir Serin oder 
Valin kodierende Tripletts.. 

12. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie fiir ein 
Polypeptid/Protein mit Repeat-Bereichen kodiert. 
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DNA nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur eine der 
Repeat-Berelche kodiert. 

DNA nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
die fur die vollstandigen Repeats kodierenden Bereiche umgeordnet 

sind. 

DNA nach einem der Ansrpiiche .1-14 , dadurch gekennzeichnet, daB die 
fur die 17 Aminosauren der konservierten Region kodierenden 
Bereiche modifiziert sind. 

DNA nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
die ftir die 17 Aminosauren der konservierten Region kodierenden 
Bereiche vollstandig oder teilweise ersetzt werden 

a. bei den VAC-Proteinen durch Bereiche, die die entsprechenden 
Aminosauren bei den Lipocortlnen kodieren, 

b. bei VAC-alfa durch Bereiche die die entsprechenden Aminosauren 
des VAC-beta kodieren und umgekehrt, 

c. bei Lipocortin I durch Bereiche, die die entsprechenden 
Aminosauren des Lipocortins II kodieren und umgekehrt, 

d. bei den Lipocortinen durch Bereiche, die die entsprechenden 
Aminosauren bei den VAC-Proteinen kodieren oder 

e. bei den Ubrlgen Polypeptlden/Proteinen durch Bereiche, die die 
entsprechenden Aminosauren der jeweils anderen 
Polypeptide/Proteine kodieren. 

. DNA nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Bereiche, die ftir das N-terminale Peptid kodieren ausgetauscht 
werden durch Oligonukleotide, die fur das N-terminale Peptid eines 
der anderen, eine Repeat-Struktur aufweisenden Proteine kodiert. 

. DNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB dem N-terminalen 5'-Ende eine fur den 
jeweiligen Wirt homologe Signalsequenz vorangestel It ist. 



168 



19. DMA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Signalsequenz am 3 r -Ende eine spezifische 
Erkermungs-Spaltstelle fur eine Protease kodiert. 

20. DMA nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
deia N-terminalen 5'-Ende eine fur einen Fusionsproteinanteil 
kodierende Sequenz yorahgestellt ist. 

21. DNA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB 
die fur den Fusionsproteinanteil kodierende DNA am 3 l -Ende eine 
spezifische Erkennungs-Spaltstelle fur eine Protease kodiert. 

22. DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Allel zu einer der in der 
vorhergehenden Anspriichen beschriebenen DNA darstellt. 

23. DNA, dadurch gekennzeichnet, daB.sie eine degenerative Form einer 
der in den vorhergehenden Anspriichen beschriebenen DNA darstellt - 
oder daB sie aus Kombinationen verschiedener volistandiger - oder 
leil-Sequenzen einer der vorhergehenden Anspruche besteht, 
kodierend fur Hybridproteihe im wesentlichen m.it 
vascular-antikoagulierenden Eigenschaften. 

24. DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einem der DNA-Molekule 
nach einem der Anspruche 1 bis 23 unter Bedingungen hybridisieren, 
die eine Homologie groBer als 85%, vorzugsweise groBer als 90% 
erkennen lassen, wobei die DNA aus naturlichen, synthetischen oder 
halbsynthetischen Ursprungs sein kann und mit den DNA-Molekiilen 
nach einem der Anspruche 1 bis 23 durch Mutation, 
Nukleotid-Substitutionen, Nukleotid- Deletionen, 
Nukleotid-Insertionen und Nukleotid- Inversionen verwandt sein 
kann und fur ein Polypeptid/ Protein mit im wesentlichen den 
biologischen Eigenschaften der vascular-antigoagulierenden 
Proteine kodiert. 
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25. DNA nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch 
gekennzeichnet, daB sle in einen Vektor eingefUgt 1st. 

26. DNA nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA nach 
einem der vorhergehenden AnsprUche in einem Vektor in 
funktioneller Verbindung mit einer Expressionskontrollsequenz 
verkmipft ist, in Mlkroorganismen und Saugetierzel len replizierbar 

27. DNA nach einem der AnsprUche 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Vektor ein Plasmid ist, replizierbar in Prokaryoten. 

28. DNA nach einem der AnsprUche 25 oder 26, dadurch. gekennzeichnet, 
daB der Vektor ein Plasmid ist, replizierbar in Eukaryoten. 

29. DNA nach einem der AnsprUche 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, 
da3 sie in Saugetierzellen replizierbar ist. 

30. Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er mit einer DNA nach 
einem der AnsprUche 25 bis 29 transformiert ist. 

31. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB er 
ein Prokaryot, vorzugsweise E.coli ist. 

32. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB er 
ein Eukaryot ist. 

33. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB er 
eine Saugetierzel 1 inie ist. 

34. Verfahren zur Herstellung von DNA-Molekulen die fur 
Polypeptide/Proteine im wesentlichen mit den Eigenschaf ten der 
vascular antikoagul ierenden Proteine kodieren, dadurch 
gekennzeichnet, daB man aus einer genomischen DNA-Bibliothek das 
fur dieses Polypeptid kodierende Gen isoliert oder aus der zu 
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diesem Gen gehorenden mRNA eine komplementare fiir dieses 
Polypeptld kodierende DNA rait Hilfe des Enzyras Revese Transkiptase 
herstelLt oder daB die fiir dieses Poiypeptid kodierende DNA mit 
Hilfe chemisch und/oder enzymatischer Verfahren hergestellt wird. 

35. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch 
gekennzeichnet, daB die DNA einer der in den Anspruchen 1 bis 23 
beschriebenen entspricht. 

36. Verfahren zur Hersteliung einer DNA nach einem der Anspriiche 25 
bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB man in eine mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen geschnittene Vektor-DNA eine mit 
entsprechenden Enden versehene DNA einfiigt, die fur ein Polypetid 
im wesentlichen mit den Eigenschaften der vaskular- 
antikoagulierenden Proteine kodiert. 

37. Verfahren zur Hersteliung einer DNA nach einem der Anspriiche 26 
bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB man in eine mit 
Restriktionsendonukleasen geschnittene Vektor-DNA, die 
Express ionskontrollsequenzen enthalt, eine mit entsprechenden 
Enden versehene DNA, die fur ein Poiypeptid mit im wesentlichen 
den Eigenschaften von vaskuiar-antikoagulierenden Proteinen 
kodiert, so einfugt, daB die Express ionskontrollsequenzen die 
eingefugte DNA reguliert. 

38. Verfahren zur Hersteliung transformierter Virtsorganismen nach . 
einem der Anspriiche 30 bis 33, dadurch gekennzeichnet, daB man den 
Virtsorganismus mit einem der Vektoren nach einem der Anspriiche 25 
bis 29 transformiert. 

39- Poiypeptid, im wesent Lichen mit den Eigenschaften der 
vascular-antikoagulierenden Proteine. 

40. Poiypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB es von 
einer DNA gemaB einem der Anspriiche X bis 23 kodiert wird. 
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41. Polypeptld nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB es der 
Formel 

1 5 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala XX Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser lie Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 

80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 

11.0 H5 I 20 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu lie He Ala Ser Arg Thr Pro Glu 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala lie Lys Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 



155 160 165 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala 



vt kj oo/u/J/o 



A. V^X/A^X UU/UVAUU 
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170 175 180 

Gly He Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 

185 190 195 

Gin Ala'Gly Glu Leu Lys. -Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He 

200 205 210 

Thr lie Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 

215 220 225 

Asp Lys Tyr Met Thr lie Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr He 

230 235 240 

Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 

245 250 255 

Val Lys Ser lie Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 

260 265 270 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu He 

275 280 285 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Phe Asn He Arg 

290 295 300 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met He 



* 
* 



305 310 . 315 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 

320 

Cys Gly Glu Asp Asp * 



* 
♦ 



entspricht, wobei XX fur Glu pder Asp steht und gegebenenfalls an 
Position 1 das tfethionln abgespalten 1st und das Alanln an 
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Position 2 gegebenenfalls blockiert 1st und/oder wobei 
gegebenenfalls Aggregationen durch beispielsweise intermolekulare 
Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen an Position 316 vorliegen. 

42. Polypeptid nach Anspruch 39,-dadurch gekennzeichnet ■, daB es der 
Forrael 

1 5 • 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp He Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 

35 40 45 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 

80 85 90 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu He Val Ala Leu 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu He Leu 



125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu lie Met Lys Ala Tyr 



WO 88/07576 t*Ul / 1 f88/UUZ65 

.174 

140 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp lie Gin Ala Asp 

155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg He Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 

* 

170 175 180 

Ser Arg Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 

185 190 195 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 

200 205 210 

Thr Asp Glu Met Lys Phe He Thr He Leu Cys Thr Arg Ser Ala 

215 220 225 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys He Ala Asn 

230 235 240 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 

245 250 255 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His 

.260 265 270 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 

275 280 285 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu ? 

290 295 300 t 

lie Asp Leu Asn. Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 



305 310 315 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
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320 325 
Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 

entspricht, wobel gegebenenfalls an Position 1 das Methionin 
abgespalten ist und das Alanin an Position 2 gegebenenfalls 
blockiert 1st und/oder wobei gegebenenfalls intramolekulare 
Disulfidbrucken zwisch.en den Cysteinen an den Posltionen 161 
und/oder 206 und/oder 250 und/oder 293 und/oder Aggregationen 
durch Intermolekulare Disulfidbrucken zwischen den genannten 
Posltionen vorliegen. 

43. Polypeptld nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB es der 
Forme 1 

l 5 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala XX Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser lie Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 

80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 



Tyr Asp Ala Tyr 



95 100 105 

Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
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110 115 120 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu lie lie Ala Ser Arg Thr Pro Glu 

125 130 135 

.Glu Leu Arg Ala' lie Lys Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 

155 160 
Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg 

entspricht, wobei XX fur Glu oder Asp steht und gegebenenfalls air 
Posltlon 1 das. Methionin abgespalten 1st und das Alanin an 
Position 2 gegebenenfalls blockiert ist und/oder wobei 
gegebenenfalls Aggregationen vorliegen. 

Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB es der 
Formel 

5 

X Asp Pro Asp Ala 

10 15 20 

Gly lie Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 

25 30 35 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He 

40 45 50 

Thr He Phe Gly Thr Arg. Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 

55 60 65 

Asp Lys Tyr Met Thr lie Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr lie 
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70 75 80 

Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 

85 90 95 

Val Lys Ser lie Arg Ser lie Pro Ala Tyr Leu Ala-Glu Thr Leu 

100 105 HO 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu lie 

115 120 125 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu lie Asp Leu Phe Asn lie Arg 

130 135 1*0 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met lie 

145 150 155 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 

160 

Cys Gly Glu Asp Asp * 

entsprlcht, wobei X fur Methlonin oder Vasserstoff stent- und/oder 
wobei gegebenenfalls Aggregatlonen durch belspielsweise 
intermolekulare Dlsulf ldbrucken zwischen den Cysteinen an Position 
156 vorliegen. 

45. Polypeptld nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB es der 
Formel 



1 5 10 15 

t Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp lie Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 



r*\j oo/u/3/o 
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» 



* 
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35 40 45 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala lie He 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin lie Ala 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 

80 85 90 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu He Val Ala Leu 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val lie He Glu He Leu 

125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 

140' 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 

155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg He Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 



Ser Arg * 

entspricht, wobei gegebenenfalis an Position 1 das Methionin 
abgespalten ist und das Alanin an Position 2 gegebenenfalis 
blockiert ist und/oder wobei gegebenenfalis Aggregationen durch 
beispielsweise intermolekulare Dijsulf idbrucken zwlschen den 
Cysteinen an Position 161- vorliegen. 
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Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB es der 
Forme 1 

5 10 
X Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 

15 20 25 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys lie Arg Gly 

30 35 40 

Thr Asp Glu Met Lys Phe lie Thr lie Leu Cys Thr Arg Ser Ala 

45 50 55 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys lie Ala Asn 

60 65 70 

Lys Ser lie Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 

75 80 85 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His 

90 95 100 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 

105 HO H5 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu lie Arg Asn lie Val Ser Arg Ser Glu 

120 125 130 

lie Asp Leu Asn Leu lie Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 

135 140 145 

Lys Thr Leu Ser Ser Met lie Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 

150 155 160 

Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 
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entspricht, wobei X fur Methionin Oder Wasserstoff steht und/oder 
wobei gegebenenfalls intramolekulare Disulf idbrucken zwischen den 
Cysteinen an den Posltionen 40 und/oder 84 und/oder 127 und/oder 
Aggregatlonen durch Interraolekulare Disulf ldbriicken zwischen den 
genannten Posltionen vorllegen. 

47. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, voliig frei 
von homologen Polypeptiden. 

48. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB es ein Leader-Peptid enthalt. 

49. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, 

a. daB es einen Fusionsproteinanteil enthalt und/oder 

b. daB es aus Teilbereichen der Polypeptide nach einem der 
vorhergehenden Anspruche besteht (Hybridproteine) und/oder 

c. daB es als Dimeres, Trimeres, Tetrameres oder Multimeres 
vorliegt. 

50. Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden 1m wesentlichen mit den 
Eigenschaften der vascuiar-antlkoagulierenden Proteine, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

a. ein geeigneter Wirtsorganismus mit genetischen Informationen, 
kodierend fur ein VAC-Protein trans formiert, 

b. die Information zur Produktion des VAC-Proteins im 
Wirtsorganismus exprimiert und 

c. das VAC-Protein isoliert wird. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Wirtsorganismus gemaB den Anspriichen 30 bis 33 definiert 1st. 
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52. Verfahren nach Anspruch 50 Oder 51, dadurch gekennzeichnet, daB 
die genetlschen Informationen in den DNA-Molekulen gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 29 enthalten sind. 

53. Verfahren nach einem der Anspriiche 50 bis 52, dadurch 
gekennzeichnet, daB das VAC-Protein gemaB einem der Anspriiche 39 
bis 49 definiert ist. 

54. Polypeptid herstellbar nach einem der Anspriiche 50 bis 53. 

55. Pharmazeutisch tolerierbare Salze der Polypeptide nach einem der 
Anspriiche 39 bis 49 Oder 54. 

56. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 
54 zur therapeutischen bder prophylaktlschen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Korpers. 

57. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 
54 zur Herstellung pharmazeutischer Praparate. 

58. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 
54 als blutgerinnungshemmende Mittel. 

59. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 
54 als antlinf lammatorische Mittel. 

60. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 
54 als antirheumatisches Mittel. 

61. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 
54 in den fur die Lipocortine geltenden Indikat ionen . 

62. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen 
als blutgerinnungshemmende Mittel. 
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63. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufwei seri- 
als Thrombin-inhlbierendes Mittel. 

64. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen 
als antiinf lammatorische Mittel. 

65 . Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen 
als ahtirheumatisches Mittel. 

66. Verwendung der Lipocortine als blutgerinnungshemmende Mittel. 

67. Verwendung der Lipocortine als Thrombin-inhibierende Mittel. 

68. Verwendung der Lipocortine in den fur die Proteine nach einem der 
Anspriiche 39 bis 49 oder 54 geltenden Indikationen. 

69. Verwendung der Polypeptide nach einern der Anspriiche 39 bis 49 oder 
54 als Thrombin-inhibierende Mittel. 

70. Mittel zur therapeutischen Behandlung, dadurch gekennzeichnet, daB 
es neben pharmazeutisch inerten Tragerstoffen eine wirksame Menge 
eines Polypeptides nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 54 
enthalt. 

71. Hybrid-Zellinie, dadurch gekennzeichnet daB sie monoklonale 
Antikorper gegen eines der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 
bis 49 oder 54 sezerniert. 

72. Monoklonale Antikorper dadurch gekennzeichnet, daB sie spezifisch 
die Virkung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 
cder 54 gan'z oder teilweise neutralisieren oder spezifisch an 
eines der besagten Polypeptide binden. 



73. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach Anspruch 73 zur 
qualitativen und/oder quantitation Bestimmung eines der 
Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 54 
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74. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach Anspruch 73 zur 
Reinigung eines der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 
49 Oder 54 

75. Test Kit zur Bestimmung von Polypeptiden nach einem der 
Anspriiche 39 bis 49 oder 54 dadurch gekennzeichnet , daB er ' 
monoklonale Antikorper nach Anspruch 73 enthalt. 

76. Verfahren zur Herstellung vpn monoklonalen Antikorpern nach 
Anspruch 73 dadurch gekennzeichnet, daB Virtstiere mit einem der 
Polypeptide nach einem der 'Anspriiche 39 bis 49 oder 54. 
immunisiert, B-Lymphozyten dieser Virtstiere mit Myelomzellen 
fusioniert, die die monoklonalen Antikorper ausscheidenden 
Hybrid-Zelllnien subkloniert und i_n vitro oder in vivo 
kultiviert werden. 

77. Pharmazeutisch tolerierbare Addukte und kovalente VerbLndungen 
zwischen den Polypeptiden nach einem der Anspriiche 39 bis 49 
oder 54 mit einem inerten Trager, zur therapeutischen oder 
prophylaktischen Behandlung des menschlichen oder tierischen 
Korpers. 

78. Pharmazeutisch tolerierbare Addukte oder kovalente Verbindungen 
zwischen den Polypeptiden nach einem der Anspriiche 39 bis 49 
oder 54 mit zum Beispiel Polyethylenglykol , zur therapeutischen 
oder prophylaktischen Behandlung des menschlichen oder 
tierischen Korpers. 

79. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 
oder 54 als blutkonservierende Mittel. 



Tryptic peptides 

P5 H A L K 

P 7 GETSGDY 

Pll/l" VGTDEEK 

Pll/II T P E E L B 



GAGTDDHTLIR 



P12 

« p 14 QEISAArK 

P15 T L F G R 

P16/I LYDAYELK 

PI6/II V?L Y D A Y E L K 

P17 V L T E I I A S R 

P18 



GTVTDFPGFDER 
P20/I QVYBBEYGSSLEDDVVCDTS 

G Y Y Q R 
P20/II L I V A L M K 
P21/I SF. IDLFNIRK 

P23/I F I T I F G T R 

P2 4 KNFATSLYSHIK 
P25 S?G TDEEKFITIFGT 

P27 DLLDDLKSELTGKFEK 
P29/I GLGTDEES I L'TLLTSR 

P29/H MLVVLLQANRDPDAG I DEAQ 

VXQXAQALFQA 
P30/I ' XIPAYLA'ETLYYAHK 
MO/ 1 1 ETXGMLEQLLLAVVK 



BrCN-Peptldes 

BrCN L KGAGTDDHTLIRV 

RrrM 4 I KGDTSGDYKKA 

BrCN 15 KPSRLYDAYELKHALKGAGT 

BrCN 22 KGLGTDEES I LTLLTSXXNA 
Q 



F/G.0.1 

* 



2/66 




4/66 




5/6^ 



E 21Um 



0-08 



0-06 



H=21mm ] 15SW=2- 7)iqlml = 69-17. 
HWB=7-UmJ ■ 

H=6mm- \ v . 2mm 2 = 1 6 - 6 °/o 
HW8 = 6-2mm 



■0-0t 



H = 8mm 
HWB = 3-9mm 



, 3V2mm 2 = 13-9°/c 



MW--32.QQQ 




FIG. 0. U/2 



FIG. 0. 6 
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Tryptic peptide P16/II 



VPLYDAYELK 
V UGGCUNUAUGAUGCNUAUGAA... 3' 
C C C G 

UUA 
G 

3- ACCGAAATACTACGAATACT 5' 

G G G G G to i 

C c 
T " 

3. ACCAACATACTACGAATACT 5' FBI - 388 

X G G G G tDl 

C 



St.ph-AP«Pti<teP2J>/^ tof trypUc peptide P20/I) 

0 D V V G D T S G Y Y R 
5 • ... GAUG AUGUNGUNGGNG AU ACN . . . 3 ' 
C C c 

3- CTACTACAACAACCACTATG 5' _ 

G G G G G G 
C C C 
T T T 



f/ a 7. 



y - • ~ 
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Tryptic peptide P30/I 

y TPAYLAETLYYAMK 

A 5. . .GAAACNCUNUACUACGCNAUGAAA. . . 3' mRNA 

G U U G 

UUA 
G 

3- CTCTGIIAIATIATICGITACTT 5' EBI ! - 118 

3- CTTTGI IAIATIATICGITACTT 5' EBI - 119 



A3 
JC 
Q. 

■ 03 
i 

o 
< 

> 



3 
% 

JQ 

i 

o 




-28S FIG. 3 



-18S 
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VAC-alpha cDNA 



CCTGCTTCACCTTCCCCTGACCTGAGTAGTCGCT 

5 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Ar g Gly Thr Val Thr Asp Ph. Pro Gly Phe 
ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GTG ACT GAC iTC CCT GGA iT. 45 



25 ™ 



20 " 

sssssrassssssissssssassssass.- M 



35 40 4 5 

„, -ru *e« rin rin Ser lie Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 

£ ggc aca ca? gag gag agc atc ctg act ctg ttg aca tcc CGA 



50 -55 60 

c • l!n Ala cm Arr Gin Glu He Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 
AGT A AT GCT cIS CGC Ca5 GAA ATC TCT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 180 



65 



s; ^ sss sb s ss ss £ ss a s G ^ ss s si » 



80 



85 90 



95 



100 105 



Tvr Aso Ala Tvr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
2? GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 



110 



135 



125 130 

511 SS AGA SiS iiS AAA CAA Si S SIS Si: - iS S=c £ 



150 



135 



a s? sa a a - si ss ss ss a s - sa - OT 



315 



H5 120 

is si: a si ss s sa is is ss sss ss ss s sa « 



405 



140 145 

Leu Glu Aso Aso Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 
lie CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG .AC .n. .«C 450 



tt uu/v/«; / V 
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> 



155 160 165 

lr? MeL Leu val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA GAG CCT GAT GCT 



170 



185 



190 195 



i1a rw rlu Leu lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He 
ciS CCT Cc'a CM CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA CAA AAC TTT ATC 



200 



205 210 



230 235 240 

... Cq _ riv »sn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 
CAC CCC GAG ACT TCT GCC AAT m CAC CAA CTA CTC CTT CCT CTT 720 

245 250 2:: i 

val Lvs Ser lie Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 
GTG MA TCT ATT £ga AGT ATA CCT GCC TAG CTT GCA GAG ACC C.C ,63 



260 



265 270 



Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu lie 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 



275 280 '285 

( . . w l ii, ] «. a - Ar , ser Glu He Asp Leu Phe Asn lie Arg 
AGA CTC ATG GTT TCC ill ACT GAG lit GAT CTG TTT AAC ATC AGG 8 55 



290 



495 



175 180 
o, T ,« 4en riu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 
CCA In GAT CAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 540 



320 



585 



-u „ a Dh» rw Thr Ar? Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 
IcC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GTG TCT CAT TTG ACA AAC GTG TTT 6 3 0 

215 220 225 

t,,,. Thr Tie Ser GlY Phe Gin He Glu Glu Thr He 
t 5 l ill SS ^ IS TA ?CA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 675 



810 



295 300 
ffi Ill TTT ACG 22 AAT TTT £ S TCT - TAT TCC ATC ATT W 

305 310 315 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 
AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 945 



TGI GGA GAA GAT GAC TAA CGTGTCACGGGGAAGAGCTCCCTCCTGTGTGCCTG 998 



F/a 4/2 



M2/66 



CACCACCCCACTGCCTTCCTTCAGCACCTTTAGCTGCATTTGTATGCCAGTGCTTAACA 1057 

CATTGCCTTATTCATACTAGCATGCTCATGACCAACACATACACGTCATAGAAGAAAAT 1116 

AGTGGTGCTTCTTTCTGATCTCTAGTGGAGATCTCTTTGACTGCTGTAGTACTAAAGTG 1175 

TACTTAATGTTACTAAGTTTAATGCCTGGCCATTTTCCATTTATATATATTTTTTAAGA 1234 

GGCTAGAGTGCTTTTAGCCTTTTTTAAAAACTCCATTTATATTACATTTGTAACCATGA 1293 

TACTTTAATCAGAAGCTTAGCCTTGAAATTGTGAACTCTTGGAAATGTTATTAGTGAAG 13 52 

TTCGCAACTAAACTAAACCTGTAAAATTATGATGATTGTATTCAAAAGATTAATGAAAA 1411 

ATA AACATTTCTGTCCCCCTG-po 1 yA 1437 



FIG. i*/3 
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Sequenced VAC-peptides: comparison with sequence 

BrCN 22 

K G L 6 T D 

P18 P29/I 
GTVTDFPGFDER GLGTD 
MAQVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLG.TD 

10 .20 30. 



EES I L. TLtTSXXNAQ 

P14 P15 P27 

EES ILTLLTSR QEISAAFKTLFGRDLL 
EESILTLLTSRSNAQRQEISAAFKTLFGRDLL 
40 50 60 



BrCN 15 

KPSRLYDAYELKH 
P16/II 

V7LYDAYELK 
P20/II P16/I P5 

DDLKSELTGKFEKL I VA.LMK LYDAYELKH 

DDLKSELTGKFEKLIVALMKPSRLYDAYELKH 
70 80 90 



A L 


K 


G 


A 


G 


T N 


E 


K 


V L 
P17 


T 


E 


I 


A L 


K 














V L 


T 


E 


I 


A L 


K 


G 


A 


G 


T N 


E 


K 


V L 


T 


E 


I 


100 
















110 









I 

Pll/II . P20/I 
IASRTPEELR QVYE 
IASRTPEELRAIKQVYE 
120 130 



P29/II 

EEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRD 
EEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRD 
140 150 160 



Pll/I 

V G T D E 

P25 

PDAGIDEAQVXQXAQALFQA S?GTDE 
PDAGIDEAQVEQDAQALFQAGELKVGTDE 
170 180 190 



E 


K 


P23/I 






F 


E 


K 


F 


E 


K 


F 



I 


T 


I 


F 


G T 


R 




I 


T 


I 


F 


G T 






I 


T 


I 


F 


G T 


RSVSHLRKVFDKYMTI 


S G F Q 










200 


210 


220 



FIG. 5/1 
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R 



230 



P30/I 

Vise NLEQLLLAVVK EIPAYLAETLYYA 
ETSGliLEQLLLAVVKS I it S I P AY LAETLYYA 

240 2:}0 



BrCN 1 

KGAGTDDHTLIRV 



P12 P21/I P2 . 4 

« * n t rrnnHTLIK SEIDLFNIRK K 

MKGAGTDDHTLIHVMVSRSE I^D LFNIRKEF R^K 



260 270 



BrCN 4 

IKGDTSGDYKKA 
P7 

NFATSLYSMIKGETSGDYK „ 
ililSLISHlIfiDISCDiniLaiC,:^ 



FIG. 5/2 
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VAC-beta cDNA 

AGGCCTGCTCACTCCTCAGCTGCAGGAGCCAGACGTGTGGAGTCCCA 
GCAGAGGCCAACCTGTGTCTCTTCATCTCCGTGAGAAAGGTGCCCCCGAAGTGAAAGAG 

10 15 
Al a Tro Trp Lys Ala Trp lie Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 



"[ A?l ScC TGG TGG AAA GCC TGG £ GAA CAG GAG GGT GIG AGA GIG 4, 



20' 



25 30 



<; 0 r hi <? Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 
\ll III AGC TCC 111 m AAC IcK OA? CCT GAT GCA GAG ACC CTC 90 



40 45 



35 4U 
T«r iv< Ala Met Lvs Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He 
Sc AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GGT ATC ATC 



50 



55 60 



„ , r„.. Thr [v? Are Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 
SI? GTG CTC ACC AAG AGA ACC AAC ACG GAG GGG CAG CAG ATC GCC 



70 « 



6 5 

.„ Ser Phe Lvs Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 
lie TCC TTC AAC GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC i iG 



AAG TCC TTC AAG GCT 

80 



85 90 



95 100 105 

wot Tvr Pro Pro Tvr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 
A?G TAT CCG CCA TAG AGA TAG GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 



110 



125 



Ala Ser Ars Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 
GCC TCT CCG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 



140 



145 150 



135 



180 



a £ GAG CTC ACT til K TTT GAC £ CTC ATT Si GCC CTT .0 



315 



115 120 
K AAG £ TTA GGA IcC AAG GAG GGT SJ ATC ATT GAG ATC CTG *. 

130 1^5 



405 



rm ciu Aso Tvr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 
GAG GAA Jlc TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 450 



FIG. 7/1 
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4 



15 5 160 l« 

«i T,.- ran rin Are Tie Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 

FcA AGT GGC Sc £ ^ Ac! ™ ™ ™ ™ CTC ™ CAG GGC 495 

170 175 180 

u a i <?^r Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 
£ Sec Sat SS CTG AGC AGC St GtG GAG GGG GCA GIG GGG GTG MC 



185 WO 195 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys Il| Arg' G ly 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG .ATT CQT GGG 585 



200 205 • 210 

c , n.. u a t PhP lie Thr lie Leu Cys Thr Arg Ser Ala 
JS SS GAG ATG AAA TIC ATC IcC AtC GIG TGC AGG GGG AGI GGC 630 



215 



220 225 



S CAC CTC CTC ACA Si III CAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC IS .» 



245 



230 235 240 

ffi AGC II? SS SS AGC ATC ffi AGT SiS S CAT GGC TCA CTG „. 

250- 255 



», Ton Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His . 

He GAG GCG ATG CTC St GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAG 76, 

260 2" 2™ 

S TAG 5f GCA SS AGA CTC III TAT GCC S AAG til ScA SS .» 

275 280 285 

S GGT SS Si ICC a ATA 12 AAG ATC CTT £ £ AGC CAG .„ 



295 300 



IS SS TTA SS SS ATC AAA TCT Sic TTC ffi AAG S TAG GGC ,00 
B AGC SS AGC S SS IlC ATG CAA SS S AGC SS ss i „, 

ffi SS Sic CTG CTC SS CTG GTG % IE SS CCC TCA GGCACAG MI 



F/G. 7/2 
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AAGAACAAGAGCAAAGACCATGAAGCCAGAGTCTCCAGGACTCCTCACTCAACCTCGGC 1050 

CATGGACGCAGGTTGGGTGTGAGGGGGGTCCCAGCCTTTCGGTCTTCTATTTCCCTATT 1109 

TCCAGTGCTTTCCAGCCGGGTTTCTGACCCAGAGGTGGAACCGGCCTGGACTCCTCTTC 1168 

CCAACTTCCTCCAGGTCATTTCCCAGTGTGAGCACAATGCCAACCTTAGTGTTTCTCCA 1227 

GCCAGACAGATGCCTCAGCATGAAGGGCTTGGGGACTTGTGGATCATTCCTTCCTCCCT 1286 

GCAGGAGCTTCCCAAGCTGGTCACAGAGTCTCCTGGGCACAGGTTATACAGACCCCAGC 1345 

CCCATTCCCATCTACTGAAACAGGGTCTCCACAAGAGGGGCCAGGGAATATGGGTTTTT 1404 

AACAAGCGTC7TACAAAACACTTC7CTATCATGCAGCGGGAGAGC7GGCTGGGAGCCCT H53 

TTTGTTTTAGAACACACATCCTTCAGCAGCTGAGAAATGAACACGAATCCATCCCAACC 1522 

GAGATGCCATTAACATTCATCTAAAAATGTTAGGCTCTAAATGGACGAAAAATTCTCTC 1581 

GCCATCTTAATAACAAAATAAACTACAAATTCCTGACCCAAGGACACTGTGTTATAAGA 1640 

GGCGTGGGCTCCCCTGGTGGCTGACCAGGTCAGCTGCCCTGGCCTTGCACCCCTCTGCA 1699 

TGCAGCACAGAAGGGTGTGACCATGCCCTCAGCACCACTCTTGTCCCCACTGAACGGCA 1758 

ACTGAGACTGGGTACCTGGAGATTCTGAAGTGCCTTTGCTGTGGTTTTCAAAATAATAA 1817 

AGATTTGTATTCAACTC-polyA 1834 



FIG. 7/3 



TV \J OO/U / D / U 
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Amino acid composition 



VAC-alpha 



26 


( 8,1%) 


1 


( 0,3%) 


25 


( 7,8%) 


6 


( 1,9%) 


29 


( 9,1%) 


12 


( 3,8%) 


13 


( 4,1%) 


22 


( 6,9%) 


3 


( 0,9%) 


18 


( 5,6%) 


22 


( 6,9%) 


38 


(11,9%) 


8 


( 2.5%) 


5 


( 1,6%) 


19 


( 5,9%) 


21 


( 6,6%) 


23 


( 7,2%) 


16 


( 5.0%) 


1 


( 0.3%) 


12 


( 3.8%) 



KV = 35896 



98 (30.6%) 



VAC-beta 



2 J 


( 


7,7%) 


4 


( 


1.2%) 


20 


( 


6,1%) 
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( 


2,8%) 


29 
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8,9%) 


12 


( 


3,7%) 
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2.8%) 


20 


( 


6.1%) 
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1.8%) 


23 


( 


7,0%) 


27 


( 


8,3%) 


33 


(10,1%) 


11 


( 


3.4%) 


6 


( 


1.8%) 


15 




4.6-^5 


27 


( 


8,3%) 


21 


( 


6,4*) 


13 


( 


4,0%) 


3 


( 


0,9%) 


14 


( 


4,3%) 



MV = 36837. 
97 (29.6%) 



FIG. 9. 
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VAC - alpha 

E H B P kb 




VAC - beta 

E H B P 



- 21.2 " 



5.06 
4.27 
3.53 



2.02 
1.90 

1.58 

1.38 

0.95 
0.83 



- 0.56 - 




*3 



FIG. 10. 
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Comparison of VAC-alpha and beta cDNA 

ATGGCACAGGTTCTCAGAGGCACTGTGACTGACTTCCCTGGA 42 
VB ATGGCCTGGTGGAA AGCCTG . ATTG . ACAGGAGG . T . T . . .A. . . .AGAG.AG.T.CCAC 60 

VA TTTGATGAGCGGGCTGATGCAGAAAC™ J« 

VB . .CA.CCCAGACC G . . C . . CTAC . . A . . u . » ■ • • v • 

VA GAGGAGAGCATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCT 162 

VB .C..GCT...A.CGA.G..C.C..CAAGA.,..C..CA.G G...C.G...G.C 180 

VA GCAGCTTTTAAGACTCTGTTTGGCAGGGATCTTCTGGATGACCTGAA^ 222 

VB AACT.C..C...C...A...C....A...C.CACT..C.C.T....b 

VA GAACTGAAACATGCCTTGAAGGGAGCTGGAACAAATGAAAAAGTACTGAWGAAAT^ ,« 
VB . .G- . .C.TG.C. . . A ^' ' 



522 
540 



VA ATCACCATCTTTGGAACACGAAGTGTGTCTCAT^GAG^ "J 
V3 7 . . . T . . C . A . CCTGTGCACGC . CAGTG . CAC . CACCTGCG . t»A 



F/G. 72/7 
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fix 

V* ACCCTCTATTATGCTATGAAGGGAGCTGGGACAGATGATCATACCCTCATCAGAGTCATG 819 

v8 ,GA C....CC .A GCG....G-G <...». 

VA GTTTGGAGGAGTGAGAnGATGTGmAAGAXGAGGA^^ «g 

VB A ^ 

VA ACCTCTCTTTATTCCATGATTAAGGGACATACATCTGGGGACTATAACAAAGCTCTtCTG 939 

VB .AGA.C. .CAGCAG C.T. .A. . .C. .CAGC. .C C 

960 

VA CTGCTCTGTGGAGAAGATGAC 981 

VB AGC. .GGTG. .CAGC. .CCC. 



FIG. 12/2 



■4 
C 
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Seauence of the alkaline phosphatase gene component in 
4 plasmld pRH284T 



10 20 • 30 AO 50 60 

AATTGGAGATTATCGTCACTGCAATGCTTCGCAATATGGCGCAAAATGACCAACAGCGGT 
CCTCTAATAGCAGTGACGTTACGAAGCGTTATACCGCGTTTTACTGGTTGTCGCCA 

7 n 80 90 100 110 120 

TGATTGATCAGGTAGAGGGGGCGCTGTACGAGGTAAAGCCCGATGCGAGCATTCCTGACG 
ACTAACTAGTCCATCTCCCCCGCGACATGCTCCATTTCGGGCTACGGTCGTAAGGACTGC 

T*n 140 150 160 170 180 



1Q0 200 210 220 230 240 

9Stl 260 270 280 290 300 



-Jin 320 330 340 350 

CGATMGCnGGATCCGTCGACCGCGCCCGGCAGTGAA^C^ 
GCTATTCGAACCTAGGCAGCTGGCGCGGGCCGTCACTTAAAAGCGACGGCCCACCAAAAA 

lal Hindll IBamHl Sail 
360 370 



TTGCTGC 
AACGACGAGCX 



FI6. 15 
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trp 

phoA P /o H5ndl11 




x Sail 



isolate 1 780 bp fragment 
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phoA 

p/o Sad 

BamHl 



VAC-alpha 
cDNA 




phoA-Term 



x Sacl 

Klenow / dGTP 
x BamHl 



Bglll 




EcoRI 



I 



x Pstl 

+ EBI-678, -680 
-677, -679 
-682. -681 

Ligase 

x Bglll 



isolate 1140 bp fragment 



Ligase 
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FIG. 29. 
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FIG. 31. 
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BECKMAN AMINOSAUREANALYSE 
01. Februar 1988 

Probe: 
Lauf nummer : 
Protein: 

Chromatogramm vom: 
Injiziertes Voluraen: 
Standardwerte: 



3vacb 
22 

VAC "beta" Fig. 43a 

21.04.88 3:17:38 
50 ill 

Durchschnittswerte von Lauf 22 



Name 



ASP 

THR 

SER 

GLU 

PRO 

GLY 

ALA 

CYS 

VAL 

MET 

I L E 

LEU 

1YR 

PHE 

HIS 

LYS 

NH3 

ARG 



1ST 



K.07 

11 . 15 

12. 31, 
19.97 

5.38 
11 .91 
12.19 
2.22 
5.86 
1.61 
9.79 
15.69 
6.55 
L.LQ 
2.75 
12.56 

18.13 
7.23 



SOLL 



29 
21 
27 
U 
6 

20 
25 
L 

13 
10 
23 
33 
U 
9 
6 
27 
0 

15 



rel 1ST 
(I) 

29.59 
23. C5 
25.96 
(.1 .99 
11 .31 
25.12 
25.63 

C.66 
12.32 

9.69 
20.58 
33.00 
13.77 

9.25 

5.79 
26. 1*2 
38.77 
15.20 



rel 1ST 
(ID 

6.35 

5.03 

5. 57 

9.01 

2. 13 

5. 39 

5.50 

1.00 

2.6*. 

2.03 

L.L) 

7.06 

2. 95 

1 . 98 

1.21 

5.66 

8.31 

3.26 



rel SOLL 



7.25 

5 2 5 

6 75 
10 2 5 

1 50 
5.00 
6 25 
1 00 



2.50 
2.25 
1.50 
5.75 
0.00 
3.75 



Name 

ASP 
IHR 
SER 
GLU 
PRO 
GLY 
ALA 
CYS 
VAL 
MEI 
ILE 
LEU 
IYR 
PHE 
HIS 
LYS 
HH3 
ARG 



Soli 

29 
21 
27 
11 
6 

20 
25 
L 

13 

IS 
33 

H 

9 

6 

27 
0 

15 



korr. 1ST 

29.23 
23.16 
25. 61 
U. 18 
11.17 
2C.81 
25.31 

1.61 
12.17 

9.57 
20.33 
32.59 
13.60 

9.13 

5.72 
26.09 
38.29 
15.01 



ger.IST 




29 


+ 


23 




If 


+ 


11 


+ 


25 




25 


+ 


5 


+ 


12 




10 




20 




33 




R 




9 


+ 


6 




26 




0 




15 


+ 



ABW 

0 .225 
2.159 
1 .361 
0.WB 
5. 1 7 ^ 
t.806 
0.315 
0. 606 
0. 828 
0. 126 
2.67C 
0. CO 6 
0. CO 1 
0. 132 
0.265 
0.908 
0.000 
0.0H 



ABW (SB) 

0. 777 
10.283 

5.0C2 
. 1 .167 
86.238 
2C.032 

1.260 
15.150 

6.366 

1.256 
11. 626 

1. 2 29 

2 8 5 2 
1 172 
L Hi 

3 3 6 3 
0 00 0 
0 09 3 



AS - Sollwert: 
AS - Istwert: 
Ges amt a bwe i c hung : 
Durchschnittliche Proteinmenge : 



= 323 
= 330 

= 21.20 AS / 6.56% 
= 0,510 nanoMol 
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FIG. 43b. 
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CYS 
VAL 
MET 
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YR 

\\S 
.YS 
NH3 
ARG 



7. 67 
9.13 
9.67 
12.20 
13.73 
16.80 
18.27 
19 .60 
20.13 
20.93 
22 . fc7 
23 . 07 
21.60 
26.33 
39.53 
12.73 
16. 93 
51.87 



12949108 
905U15 
13162093 
21 594486 
1915825 
12516819 
11691803 
1605991 
5326578 
4866785 
9170982 
1 6274567 
6190710 
4001320 
3146100 
16208683 
13233695 
6455633 



589326 ** 

359 48 9 ** 

508590 ** 

581113 ** 

42433 ** 

365363 ** 

28B180 ** 

124559 ** 

424585 ** 

296576 ** 

414630 ** 

687357 ** 
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114100 BB 

178088 BB 

845200 BB 

414891 BB 

155589 BB 



10. 797 1 



7. 9 82 1 



,1993e* 
.1 3 44e* 

.411 2e* 
.3520e- 
.2872 e* 
. 3882e+ 
.2345e* 
.8584e* 
L 445 1.1982e* 
1.3911e 



9. 327 
15. 972 
4.469 
9.017 
9.471 
0.864 



3.498 
7.277 

11.841 1 

L.91& 1 

3.306 1 

2.111 1 

9.546 1 

10. 856 1 

5.202 1 
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P robe :3.VACJ3»S20g* FR 51" 5P 

PTH-AS-HPLC PTH-AS nachweisbar 

SEQUENCER PROGRAMM Abbauschritte Abbauschritt bis Abbauschritt 
3PAPTH • 1 ♦ 3P Nr« 3P Nr. 3P 

36;ig [N/nmol] probe 9 elost IN 75>il 0.1%TFA ; 3 x 25jJl AM Sequenzer aufgetragen 
SEQUEKZ : 

1 . 2 3 I 5 6 7 6 9 10 

AS: 1-10 I. X ALA H-TRP -TRP-LYS-X aLa U-IRP-ILE-{GLU)2)-GLN-(GLU]2L 
AS: 11-20 1 GLY-VAL-THR-VAL-LYS-SER-SER-SER-HIS 3L (PHE)- 

AS--21-30 i. asn-pro-{asp)^pro-{asp)-^la 1l Xglu^hr-leu-tyr- 

AS:31-C0 I. LYS-X ALA D-MET-(LYS)-GLY - ILE - GLY-(THR)-ASN- 

1) PTH-ALA Na±*eis gestcrt durch DMPTU §>is H/12KXJ000 IV(AS8 ) = nmol PTH-AS 

2) Retenticnszeitei v^sdiobei vonl-P5'aif 215' [ DEFM! 

4) 1-66 ,auf 1-87' 



Mengenabschatzung : 
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VAC j3 STANDARD VERGLEICH 
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FIG. 46a 

ISOELEKTRISCHE FOKUSSIERUNG -{PAGIF) 

pH - Bereich: 3.5-9.5 
PUtten-F.abrikat : LKB-PAGpl ate 

Elektrodenlbsungen: Anode 1 M Phosphorsaure 

Kathode 1 M Natronlauge 

Laufzeit: PrSfokussierung 500 Vh 
Fokussierung 3000 Vh 
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m«n» to .uch ana^t that no maan.n B ful lnt.mabon.1 March cm b. cam* out. .p«meMr - 



aQ Claim numbers bacpuMWoy-redopo^tciilm. and are rwtdratfcdh 

FCTRuto 6.4(1). 



wtth th* Mcond and third lontonooo of 



Vlg| OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKING » 

TM« lnt.m.tlon.1 Saarchlno Authority found multlpl. inMirtlon. In till* lnt.m.tlon.1 appHcoUon a. follow.: 



See form PCT/ISA 206 dated 15 September 1988 



tS A. .n required additional ...rch fM. «m timely paid by th. appHewt. thl. Int.m.tfon.1 March report covare all M.rch.bl. 
of tha International application; 

CI A. only aom. of th. required .ddmona, March f^^ "">« — " «* 

' thOM claim, of tho intamauonal application for which fMa wore paid, .p.cMeally claim.. 

ZTI No required .ddH,on.l ...rch fM. w.re tlm..y paid b, th. applied ConMquantfy. thl. lnt.rn.tlon.. .Mrch report I. re-rlcred to 
th. lnv.ntlon flret mentioned Inth. claim.; It (• eowred by claim numb.re: 

<n A. a.t ...rch.bl. claim, could bo .Mrchod without aff ort Iu.tify.n B an additional fM. th. lnt.m.tlon.1 SMrchln. Authority did not 

* L - 1 Invito paymant o1 any additional fto. 
Ramark on Protest 

p Tho additional saarch faaawara sccompanlad by tpoHcanfs protsst. 

SB No protest accompanlad tha paymtnt of additional taarch faaa. - 



Form PCT/IS A/210 (supplsmantal ahaat tf» (January 1985) 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP 88/00266 



KLASSIFI KATION DES ANMEtDUNGSQSG ENSTAN PS (bet mehreron Klasalfikatlonssymbolen afnd alle aniugeoan) 6 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC 

C 12 N 15/00; 1/20; N 5/00; C 12 P 21/00; 21/02; A 61 K 37/02; 
A 01 N 1/00; G 01 N 33/86; C 07 K 13/00 ^^^^ 



int. CI.* 



II. R6CHERCHIERTE SACHGEBIETE 



Recherchlerter Mlndestpriifstoff 7 



Klassifikationssystem 



Klassffikationssymbole 



Int. CI.* 



C 12 Nj A 61 K 



Recherchierte nicht zum Mlndestpriifstoff gehorende Veroffentiichungen, soweit diese 
unter die recherchierten Sachgeblete fallen 8 



III. IINSCHLAGIGE VERttFFENTUCHUMGEN 9 



Art* 


Kennzeichnung der VerSffentllehung^.soweit erforderlich unter Angabe der maSgeblichen Teile 12 


Betr, Anspruch Nr. 13 


X 


EP, A, 0181465 (BOEHRINGER INGELHEIM ING. GMBH) 

siehe das ganze Dokument 
(in der Anmeldung erwahnt) 


1,2,3,39, 
40 41 42 

*tw/*±X/*Sfc/ 

58,70 


A 


WO, A, 86/06100 (BIOTECHNOLOGY RESEARCH PARTNERS 
LTD) 23 0 Oktober 1986 




X 


WO, A, 86/04094 (BIOGEN N.V. ) 17. Juli 1986, 
siehe das ganze Dokument 


39 


E 


WO, A, 88/05659 ( ZYMOGENETICS INC.) 11. August 
1988/ siehe das ganze Dokument 


66,67 


T 


European Journal of Biochemistry/ Band 1/4/ 1988 
(Amsterdam/ NL) 

I. Maurer-Fogy et al.s "Cloning and 
expression of cDNA for human vascular 
anticoagulant/ a Ca 2+ -dependent phospholipid- 
binding protein"/ Seiten 585-592 


1-79 

./. 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen °: 
"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technlk 
definiert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interna- 
tionalen Anmeldedatum verdffentllcht worden 1st 

"L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch 
zweifelhaft erscheinen zu lassen, oder durch die das Verbf- 
fentlichungsdatum elner anderen im Recherchenbericht ge- 
namten Verdffentlichung beiagt warden soil oder die aia etnem 
anderen besonderen Grund angegeben ist (wie ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die slch auf eine mundllche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafinahmen 
bezieht 

"P" Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldeda- 
tum, aber nach dem beanspruchten Rriorftatsdatum verdffent- 
llcht worden ist 



"T* SpStere Verdffentlichung, die nach dem internationalen An- 
meldedatum oder dem Prioritatsdatum verdffentllcht worden 
ist urtd mit der Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum 
Verstandnts des der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips 
oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben Ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als neu oder auf erf inderischer Tatig- 
keit beruhend betrachtet warden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit be- 
ruhend betrachtet warden, wenn die Verdffentlichung mit 
einer Oder mehreren anderen Verdffentlichungen dieser Kate- 
gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fur 
einen Fachmann nahel legend ist 

Verdffentlichung, die Mitglied derselben PatentfamiUe ist 
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Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 
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Absendedatum des internationalen Recherchenber tents 
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Internationale Recherchenbehdrde 
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Formblstt PCT/ISA/210 (Blatt2) (Jangar 1985) 



WE1TER6 ANGABEN ZU BLATT2 



Cell, Band 55, Nrn. 1-3, 7. Oktober 1988 
Cell Press (Cambridge, MA, US) 
M.R. Crompton et al.: "Diversity in the 
Lipocortin/Calpactin Family" , 
Seiten 1-3 

siehe das ganze Dokument 



66,67 



3EMERKUNGEN ZU DEN ANSPRQCHEN, DIE SICH ALS NICHT RECHERCHIEHBAR ERWIESEN HABEN? 



GetnIB Artikef 1 7 Abatr 2 Buchstabe a sfmrbesttmrnte AnsprOche aut folgenden GriJnden nlcht Gegenstand der fnternattonalen 
Recherche gewesen: 

1. □ AnspriicheNr. wail siesfchauf Gegenstande beziehen, die zu recherchieren die Behorde nicht verpflfchtet ia. namlich 



, f~l A„«™ e h a Nr wen sie sfch auf Teiie der intemationalen Anmeldung beziehen die den vorgeschriebenen Anforderungen 

1 ^e^enfe^ 



□ 



AnsprOche Nr. 



, weil sie abhSngige AnsprOche und nicht emsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) PCT abgefaBt sind. 



Vt.fxl BEMERKUNGEN BEI MANGELNDER EINHE.TUCHKEIT DER ERP>N0UNG2 



Die JematfonaleRecherch^^ Erfindungen enthalt: 

Siehe Formblatt PCT/ISA 206 vom 15. September 1988 

D saKsasaasssKf 

Bemerkung hfnsichtlich efnes Wfderspruchs 

D DTe zusatzllchen GeWhren wurden vom Anmelder unter Wlderspruch gezahlt. 
K<f DFe Zahlung zusatzlfcher Gebuhren erfolgte ohne Wlderspruch, 



Formblatt PCT/ISA/210 (ErgSnzungsbogen 2) (Januar 198S) 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 

UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. gp 8800266 
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